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RESUMEN

El proposito en el presente trabajo fue estudiar la respuesta inmunitérig humoral y
celular en. gerbos (Meriones unguiculatus) provocada . por la inoculacién ihtraceca} de
trofozoitos de £. histolytica. oS

Se utilizaron trofozoitos de /2, hnlolynm de la cepa a‘(emca HMI [\1SS ‘Se trabajo

con 35 gerbos machos los cuales fueron leldIdOS en 5 gmpos Catorce ammales fueron

inoculados con 5 x lO5 trofozoitos en el cnel.,o, otros catorce con SSF y 7.se emplearon

como grupo de gerbos sanos. Postenormente se obluv:cron suero y linfositos de bazo a los

0, 10 y 30 dias post-inoculacion. La- determmaélon de los sonpos de inmunoglobulinas

séricas se realizo por analisis i mmunoenz:mauco de npo in lrec!o con anti- -inmunoglobulinas
de rata, la respuesta celular m:dlame transformacion blastonde en linfocitos de bazo por
incorporacion de timidina tritiada. - Las -respuestas se evaluaron hacia dos antigenos

amibianos, antigeno fraccién membranal P-15 y antigeno extracto total,

Se- identificaron anticuerpos anti-amiba " del -isotipo IgA, ‘IgG, IgM e -

inmunoglobulinas - totales cuyos niveles se incrementaron conforme el periodo post-

inoculacion (p<0.05). La respuesta celular se comporté de manera semejante, aumentando

conforme el periodo de inoculacién (p<0.05). Al comparar ambas respuestas se en mro,

que la respuesta humoral fue mayor hacia el antigeno amibiano extracto total y la respuesta :

celular hacia el antigeno fraccion membranal P-15 (p< 0.05).




INTRODUCCION
Amibiasis.

La amibiasis es deﬁhidé‘por la OMS como la situacion en que se porta el parasito /.
histolytica, con manifestaciones clinicas o sinellas . En la mayoria de los individuos el
Vpar'ésito vive 'como comensal y en algunas ocasiones, por mecanismos ain desconocidos,
causa invasion de la pared intestinal provocindo ¢l desarrollo de la infeccién (24,75).

La amibiasis sintomatica es primariamente una enfermedad intestinal y cuando se vuelve
extraintestinal puede producir una amplia variedad de alteraciones anatomicas, afectando
principalmente el higado. Cuadros clinicos bien definidos muestran, colitis ulcerativa
amibiana,” megacolon toxico' o disenteria amibiana fulminante, ameboma o g‘ramvx‘loma
amibiano y apendicitis amibiana . La amibiasis hepatica se caracteriza por la presencla de'una

©0 mas areas grandes de necrosis o abscesos. La amibiasis extraintestinal puede afectar t dos

los drganos del cuerpo; esto liega a suceder en muy raras ocasiones’y. genemlmente ocurre i

en sujetos gravemente parasitados (65).

La infeccion provocada por E. histolytica ocurre en todo el mundo pamcularmentc,-' '

en Afnca América del Sur, India y México. La morblhdad y monahdad son’sxgmﬁcanvas;

aprn\nmadamemc 10% de la pablacion mundial padecen esta enfermedad (63 74)

La- amibiasis  intestinal es una- enfermedad muy ﬁ'ecuente en Msxico,
aproximadamemé del 10 al 20% de ta poblacién es portadora de éste parasito. La amibiasis
tiene' caracteres endémicos en la Republica Mexicana, con zonas de predominio - mas
elevado, que no tienen relacién alguna con el clima. La exposicion al contacto infeccioso con
E. histolytica ocurre en todas las edades, con ligero predominio en la edad escolar. En
pacientes adultos el 2% desarrollan absceso hepatico amibiano. Las malas condiciones
sanitarias y la falta de educacion higiénica favorecen su propﬂgaéién, de la misma forma en

que sucede con otras enfermedades infecciosas (9,35,45).
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Caracteristicas y morfologia de Entamoeba histolytica.

La E Imla/ynm es una amiba- patogena Al parecer es uno de los orf_.,anlsmos
eucarioticos mas primitivos. . : ) ’

La actividad dinamica y el pleomorﬁsnio de los trofozoitos o formas moviles estin
basados en una disposicion citoplismica sencilla. Son sensibles a los cambios fisico-
quimicos. La variacion local de pH, osmolaridad y potencial redox pueden alterar la forma y
motilidad de la célula. El enfriamiento a menos de 37° C provoca la disminucion de la
motilidad, las amibas se vuelven esféricas y se separan de la superficie, mientras que aquellas
que forman grumos tienden a disgregarse. Este protozoario pequeiio (10 a 40 um), inicia su '
ciclo-vital cuando el hospedero ingiere alimentos y bebidas contaminados con quistes. Ei
pardsito: se llbera ‘en el intestino delgado (iledn) y bajo circunstancias ain desconocidas,
puede mvadnr Ia mucosa intestinal y eventualmente destruir practicamente cualquier tejido
del orgamsmo humano desde los epitelios de recubrimiento, hasta organos solidos y huesos.
Al mismo llempo el parasxto evade con éxito las respucstas de defensa moleculares y}

: celulares del hospedero humano y encuentra los requerimientos necesarios para U
muluphcacnon (52). ‘

Tlene propnedadzs de superticie que la diferencian de cepas no pntogenas como'
ag,lunnar en presencia de la lectina concanavalina A'y una alta tasa de entrofagocnosns. -

Posee un sistema vacuolar el cual no ha sido explorado con detalle, pero por medio"
del microscopio electronico de transmision se han identificado varios tipos de vacuolasj :

citoplasmaticas como: vacuolas fagociticas, autofagicas,- de mlcropmocnosns }de'

macropinocitosis, ademas de lisosomas primarios y secundarios y cuerpos resnduales Lo s~

lisosomas de las amibas difieren de las céfulas eucarioticas superiores en que las enz;mas de’

las primeras no se encuentran en forma soluble dentro de las vacuolas, sino que son parte”

integral de la membrana (24). ; : ;
A pesar de la notable motilidad y elasticidad de los trofozoitos, se sabe muy poco
sobre la organizacion estructural de su citoesqueleto. Se sabe que éste pamcxpa en la

adherencia hacia células blanco mediante la formacion de mncroﬁlamentos y energla'



metabolica, ademas de un receptor amibiano especifico, una lectina galactosa especifica que

se encuentra en la membrana (50) . La adherencia de trofozoitos es fundamental para la lisis

celular, ya que en experimentos in vitro e in vivo se ha encontrado que la adherencia a la .

mucosh es un paso preliminar a la invasion intestinal (4,44,59,68) . Este efecto puede Ser 3

inhibido mediante el uso de carbohidratos o anticuerpos monoclonales, reducxcndo asn el
X efecto citopitico de las amibas (6,48,66,69).

La membrana plasmatica de los trofozoitos mide aproxnmadamente 10 nm de

espesor. Esta membrana es mas gruesa que la membrana plasmatica de: la "celulas de -

mamiferos, muchas de las cuales miden aproximadamente 8 nm. La membmna plasmatnca de ;

los trofozoitos cultivados de L. /mlu/ynca esta rodeada por una cublerta superﬁcxal Esta-"

composwlon y propiedades de los componentes de la cubxerta de superf' cie (57)' Estos

componemes son liberados al medio en forma de mlcroewdado 1o que suglere que, posee

antigenos solubles que son constantemente eliminados af medno e'«racelular ‘La mteraccnon’ o

de ciertos componentes de la superficie celular con algunos lx!,andos produc movmzacmn S

mplda de.los complejos formados. Este fenomeno de formaclon de casquete ha . sndo g

analizado-en amibas patogenas, la movilizacion y liberacion subsecucnte de este casquete :

n 4humoral del

puede hacer que las amibas sean menos suscepnbles a la- respuesta
i hospedero(IO) i
La E. histolytica presenta diferentes . morfologlas dependlend del’ amblente en quer

se encuentre y son:

Trofozonos- es la forma movll se’ muluphcan por hsnon bmana v, se nqmstan '
productendo quistes tetranucleados tipicos, despucs de dos dlvxsnones nucleares suceswas de
quistes unmucleados Es la fase pardsita (ﬁg 1)(52). "

Prequiste: En éste estadio la £. histolytica se muluplxca por un proceso de dwlsmn
binaria, después de algunas divisiones la motilidad de las amibas d:smmuye y los orgamsmos -

muestran-menos pseudopodos, se hacen redondas y mas pequeiias, plerden su pared 'y se




puede observar el niicleo, éste contienc vacuolas de glucogeno que aportan energia durante
- la maduracién (81).

Qulste- El'prequiste es seguido por la secrecion de una. membrana gruesa y ‘dos o
tres divisiones adicionales del nicleo, transl‘ormandose en qqxste. Los qutstes son redondos
o ligeramente ovalados, su’diametro varia de 8 2 20'um. Eﬁ'preparaciones no teflidas y vistas
al microscopio, aparecen como cuerpos hialinos ‘con pared refractil, el citoplasma es
incoloro, los cuerpos cromatoidales y los nicleos s‘e observan claramente al tefiir la muestra
con yodo, que también tifie el glucogeno de color pardo rojizo . La pared esta compuesta
por elementos fibrilares que forman uina'red compacta, constituida a su vez por varias capas

conceéntricas (53).

Amiba metaquistica: de cada quisté emerge una amiba metaquistica tetranucleada,

que produce-a-su-vez ocho trofozoitos uninucleados después de la division en intestino
delgado (52). e '

Actu'nlmcme se carece de mformacnon detaliada sobre los procesos de

enqulstamlemo y desenqunstamlemo debldo a que no se ha logrado disefiar un medio de
‘ cultivo en o que se reproduzcan estas formas de resistencia en condiciones axénicas.

: La F /mlolyllm cuenta con enzimas glucoliticas inusuales que solamente se habian
encontrado en bacterias, tiene patrones de isoenzimas (zimodemos) que pueden participar en
la patogenicidad del parasito (24,49). Ademads es un anaerobio facultativo, este metabolismo
puede ser ventajoso para el pardsito al permitirle cambiar del ambiente de. la luz intestinal
donde la presion det oxigeno es reducida, al que encuentra al invadir 6rganos sélidos con’

abundante aporte sanguineo.

w



Figura L Trotozonos de Entamocba histolytica.

Respuesta inmune en I amibias

Las investigaciones sobre la inmunologia de la amibiasis son de época reciente 2 la:

-gran mayoria de ellas' pertenece a la wltima década, Anteriormente ~hubo algmus
LOI)I!IblILlOan de interés; pero es sobre todo a partir de la obtencion del antigeno amibizno
T de culm 05 axenicos de /. histofviica (28), cuando los estudios inmunologicos acerc.\ dela.
amibiasis logran notables avances. Se ha demostrado que las reacciones mmummnas hacia la

amibiasis se ajustan a los principios generales de la inmunologia, es decir, son reacciones

o



semejantes a las que ocurren en cualquier otra infeccion, participan tanto los fenomenos de
inmunidad humoral dependientes de anticuerpos y complemento, como los de inmunidad

celutar dependientes de linfocitos T (81,92),

estados iniciales de la patogénesis en absceso hepanco amxbmno en humanoks (82)




El complemento en In amibiasis.

El complemento afecta a bacterias y protozoarios mediante dos . mecanismos: la

opsonizacion y la citdlisis directa (12).
En algunos experimentos se ha demoslrado que el suero humano sm anncuerpos es

capaz de destruir trofozoitos de E. /ll\ll)/yllcﬂ (61)..

Cepas axénicas de [ hnlalyllca actlvzm ambas vnas del complemento La VIa al(erna'.

sido demostrado en himsters previamente descomplementados unlnzando veneno de cobm

los cuales posteriormente fueron inoculados mtrahepatlca eme col trofozonos de E -

histolvtica y comparados con un grupo testigo, encontrando que en los ammales en que se.
wtilizo el veneno de cobra las lesiones hepaticas fueron mayores y con metastasns @ otros
organos. Este tratamiento no alterd la respuesta inmune humoral hacia las amlbas mdlcando

que el cfecto sobre el absceso hepatico amibiano en hamster depende de los mveles del ;-

complemento que esten presentes en la infeccion causada por el protozoano (14) E

En trabajos realizados en pacientes con absceso hepatico amlbmno se ha tratado de-

estudiar el papel del complemento en éste padecimiento, sin embargo los resultados en" L
humanos difieren a los encontrados en hiamster ya que la cantidad de complemento en estos
pacientes varia en cada individuo, en algunos los niveles aumentan y en otros dlsmmuyen
as. . . ;

Se ha encontrado que las cepas patogenas de £. histolytica no activan la via alterna
del complemento, estos resultados podrian permitir especular que las amibas que son
capaces de evitar la activacion del complemento por esta via, son también capaces de invadir

el intestino, llegar al torrente sanguineo y localizarse en los sitios extraintestinales, mientras



que las cepas amibianas que activan el complemento por la via alterna serian destruidas

rapidamente en sus intentos por invadir drganos blanco (46).

Respuesta humoral en amibiasit

La inmunidad”huioral - se_caractériza“por. la’ presencia’de anticuerposcirculantes

. (90,91). De esta manera el calostro y liquido intestinal rico en anucuerpos IgA secretonos

pueden inhibir a través de este mecanismo, la adherencia de las amlbas a las celulas :

epiteliales del intestino de un hospedero (1).
£n pacientes asintomaticos el desarrolio de estos anncuerpos es raro en general se’:

acepta que altos titulos de anticuerpos circulantes son mdlcanvos de amlbms:s mvasora Los




titulos de anticuerpos van dlsmlnuyendo paulmmameme después de que los pacientes sanan,

sin ‘embargo pueden encontrarse - titulos-de anucuerpos clrculames atin despues de varios

afios de haber padecxdo la mfeccton (64)

Los anticuerpos séricos no son protec&orcs. puesto que la amxbtasxs mvasora se

presenta ain en personas con altos mulos de ‘amlcuerpos En’ estudlos in:vitro . se ha

descubierto que suero humano inmune.y [ ;:,ammaglobulma aislada del propio suero tienen

efecto inhibidor en el desarrollo de cultivos de £ hls'lolvt/m La gammaglobulma comercial

no tiene este efecto inhibidor. Ademds el suero mmune neutrahza fa virulencia de cultivos de -

amibas patogenas y tiene efecto citolitico sobre los trofozo(tos (_..,80)

En animales de expenmentacmn se_ha encontrado la produccion de anticuerpos anti-

amiba provocada por la inoculacion o inniunizaci()n de éstos con antigenos amibianos (15). -

En hamster la inyeccion de suero humano confiere proteccion parcial, probablemente

del tipo de inmunidad pasiva, contra la inoculacién intrahepatica de E. histolytica patogena

(79).

‘Inmunidad mediada por célilas;

ta’ mmumdad medlada por celulas ha sido estudlada por varlos métodos:

hipersensibilidad en-la piel, proliferacién de linfocitos T-in vitro con anngenos amxbnanos

(38),  respuesta inmune - mednada por: células durame la - amibiasis mvasora (33) y Ia

produccxon dé un factor mhlbndor de macrofagos (M[F) (‘75)

En’ algunos estudlos se ha encontrado que enla etapa lmcml de la enfermedad los

pacientes con absceso hepatxco amibiano presentan reacciones cutaneas tardlas en la mayona

de los casos Sm embargo Jas mismas reacciones persisten en la mayor pane de los paclemes .

después dc su curacion (46). Similares resultados se han obtcmdo con la” prueba de la

mhlbxcnon de la migracionde macrofagos. La prueba es generalmenle neganva antes de

iniciar el,lralamlcmo y positiva después de la curacion . En himster con amibiasis hepauca '

10



esta prueba da resultados comparables, (71). En cobayos las primeras observaciones de
hipersensibilidad se obtuvieron al ser inoculados con E. histolytica (8).

Otra prueba in vifro para estudiar la existencia de inmunidad celular es la
transformacion blastoide de los linfocitos bajo el estimulo de un antigeno_especifico. En
pacientes con absceso hepatico amibiano en la fase inicial de la enfermedad se encuentra baja
respuesta proliféréliva blastogena de linfocitos incubados con antigeno amibiano, mientras’
que en fase de recuperacion la respuesta aumenta (31,38). :

" Los datos anteriores indican que en la fase inicial de Ia enfermedad e“sle una

disminucion de la respuesta inmune celular y en la etapa de curacnon la respuesla‘ mmune'

celular se manifiesta favoreciendo la recuperacion del pamente (”1 33 76)."-

Se ha determinado que fracciones amlblanas ncas en una lectma"nhlbxble con N-

acetil-D-galactosamina inducen gran actividad prollferat a. e nqcnos: d‘e paclentes,

recuperados de amibiasis aguda invasiva (76).

En otros trabajos se ha encontrado queen los lmfocltos Tde pacxemes no mfectados

se produce proliferacion por medio de protemas solubles amlblanas de cultlvos axemcos
pero no proliferacion de linfocitos B .- Esto ha sido comprobado al estudlar la respuesta
mitogénica con proteinas amibianas y al mismo nempo comparar la respuesta con un
mitogeno, la concanavalina A (mitdgeno para hnfocntos T). La respuesta mltogémca de los
linfocitos es mayor con proteinas amibianas que con concunavalma A, esto sugiere que las :
proteinas amibianas se unen a un gran niimero de receptores de los lmfocnos T acuvandolos

6 activando diferentes subpoblactones (36,37,55).

Modelos animales para el estudio de amibiasis experimental.

A pesar.de los’ estudlos cllmcos no ‘se ha aclarado la: remfeccmn cons(ame de los

individuos mfectados por i Inv/olvnm, por ello se ha tratado de reproduclr la mfeccnon en

animales de laboratorio.




En un principio a los animales se fes adrainistraban quistes por via oral
Posteriormentc se intentd el enquistamiento de trofozoitos in vifro sin obtener buenos
resultados, ya que hasta la fecha no se ha encontrado el medio de cultivo adecuado para ‘el
'des1rrollo de qmsles de amiba (13) )

Actualmente los ammales de laboratorio que se uuhzan para el estudno dela
amlblasxs son mfectados medxante la moculacxon dlrec\a de trofozonos en el mtestmo yueso‘

'oenelhlLado(IGIS) S AR R

Las pnmeras mvesngacnones se reahzaron ‘con . perros y gatos obtemendose,

lmponantes resultados, como’ el hecho de -que las heces dlsemencas que contxen n

lrofozoltos no lnfectan a otros animales cuando se les admmlstrnn oralmente mxentras que s

los qulstes admlmstrados por la misma via si producen lesiones; 'ntestma le Actualmemc e

uso de estos ammales es limitado, debido a la d:ﬁcultad para mampularlos ln falta dev‘. :

umformldad ¢ insuficiente nimero de animales (87).

Los roedores son utilizados actualmente con mayor. frecuencla como odelos para el

estudio de la amibiasis experimental. Sin embargo se.ha observado en g,eneral que los.

animales adecuados para amibiasis hepdtica no los son para anubla'

hacia las diferentes manifestaciones de mfecclon amlbmna

Actualmente los animales mas uuhzados para estos estudnos so ratas, ratones,

cobayos, hamsters y gerbos.

Ratas. ‘ . : :
. Las ratas han sido utilizadas‘desde hace muchos afios en  éstudios sobre amibiasis.
En 1946, Jones y cols, (41) mfectaron ratas rec:en destetadas al inocular amnbas por via

intrarectal e intracecal. Los trofozohos moculados provenian de cultivos mixtos o de gatos

previamente infectados: Con éste estudio se logra implementar el pnmer sistema’ para medir

al Debldoa}

ello los animales empleados en el estudio de amibiasis son elegndos o su suscepublhdadv :

las lesiones intestinales amibianas (41). Posteriormente se realizaron trabajos para evaluar la e

virulencia de /. Immlvma sobre dnf‘erentes cepas de ratas, en los cuales se encontro una :

mayor susceptibilidad en ratas Wistar que en ratas Sherman. Esto demostrd que la genenga =




poslblemente juega un papel lmponante en el hospedero ante la invasion por E, histolytica
(39,95) . :
Raton,

Se ha encontndo que‘vlos ratone : presentan baja suscepnbllldad y variabilidad de

respuesla ante la mfeccnon amnbxana' Vestapal en i970 (34, 54), encontrd que los ratones no

 de la infeccion depende de la

encuentran anormalmente elevados (8).

Por otro lado los abscesos hepéticos amibianos pr idos-en’ cobayo ‘son menos’ -

severos que los observados en el hémster (28). -

Hiamster.

En 1951 Reinertson y Thompson (7l) produjeron abscesos hepa 08 en hamstcrs alr

inocular ' intrahepaticamente trofozoitos . de - E. hlslolyma de: CUlllVOS axemcos vy

monoxénicos, encontrando. que con ambos tipos . de culnvo los am male desarrollaban

absceso hepético amibiano. Con esto descartaron la idea de que la asoclacmn de bacterms ;

con los trofozoitos provocaba mayor patogenicidad y por esta razon \e produma ‘absceso .
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hepitico. En estudios posteriores se. evalud ‘la . respuesta celular en absceso hepdtico
experimental encontrandose que la mmumdad medmda por celu]ns tlmo dependientes juega
lo/vnca (3 ,72).

un papel importante en la respuesta hacm la mfeccmn co

. Tsutsumi ¥y cols...en 1984 (84) concluyen que . el hamster ‘es el . animal de

experimentacion que se recomlenda para dlos relacnonados con amlbmsns

hepitica, por presentar. una alla suscepubllldad ala nfeccnon, as‘l como lesiones uniformes e

hlstoloycamente snmllares a las 'ob rvadas® en humanos" En contraste, las lesiones

intestinales amnb:anas no se repr ducen fac:l te en este animal. -

Gerbos. : :
En gerbos el pnmer repone de su uso en procesos patoloycos producidos por E

Im!olvllca fire reahzado ‘por "Diamond y cols (77) Ellos estudiaron las lesiones hepancas

producndas por la moculacxon in sifu de trofozoitos y observaron una menor

enel hamster mdependlentememe del sitio de indculo:

moculados mtrahepaneameme con trofozoitos de £. lm'lalyllca, concluyendo que la necrosis :

de los hepatocitos puede ser debida al contacto dlrecto con las amlbas, aunado .a'los

productos liberados por la lisis de células mﬂama(onas como se ha obse

(83).

do en hamster

Debido ha que el gerbo es suscepuble al desarrollo de la am:blasm expenmental se
-ha empleado también como modelo para el estudlo dela amlblas:s mteslmal expenmental
C hadee y cols. en 1985 (18, 0) estudlaron la mfeccmn amlblana en: gerbos

moculando trofozoitos de k. /nuolyr/ca de . una cepa axemca por: vla mtracecal e

intrahepitica, sacrificando a los ammales a los lO y 30 dlas post moculacnon En la mf‘ecc:on L

hepauca encontraron 1,ranulomas y abscesos que aumentaron en' volumen hacna los 30 “dias &
post- moculacmn En la mt‘eccnon cecal observaron mﬂamaclon y daﬂo en el tejldo

presentando microerosiones en la mucosa superf clal y lesxones ulcerauvas atn cuando se




encontraron muy pocas amibas en el tejido. El dafio fue mis severo conforme aumentaba el
periodo post-inoculacién. Esto indica que existen factores que provocan resistencia y el

subsecuente control de la. mfeccxon La hemorragm local, “el’ .edema, ¢l dafio en epitelio

1feren es planos del te)xdo cecal, se

mteglandular asi’ como lo 'camblos celul

relacnonan con la descnpclon de la .lesién dlfusa ¥ Ia esxon no especxf ca- reponada en

amlbnas:s intestinal aguda en humanos.

Los anngenos de este araslto lﬂS enznmas y otros metabolltos pueden alterar

- especificamente Ia dnsmbumon e ceIulas mmunocompetemes en organos lmfondes'

sistémicos o locales Duranle el desarrollo de la amlblaSIS mtestmal las lesnones y el lnIClO de

la prolnferacmn en iréas paracomcales de ganghos lmfaucos mesentencos es sesulda por. la :

disminucion de celulas T Esto su{,lere que los lmfocnos T pueden controlar el desarrollo de

las Iesnones cecales (18 42 85)

modelo ( 19) ‘Sml‘embargo Ios protozoano y las béctenas del ciego pueden afecmr el

crecmnento y la colomzacmn de los trofozouos (16)

" Debido a los reportes mencionados anterlormeme cuyos hallazgos hxstopatologlcos

S

. 1nd|can que el y:rbo sufre la ml‘eccnon 12 en forma sem jante al humano, es necesario

estudiar’y-ampliar los aspectos mmunologlcos entre la relacion hospedero-pamsllo con la
"“expectativa de conocer si el gerbo pudlera ser-un modelo aproplado para el estudio de la

amibiasis mtestmal ( F15 )



Figuva 2. Gerbo (Merion unguiculatus).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La amibiasis es una enfermedad frecuente en nuestro pais, sin embargo solo algunos
individuos infectados con £. histolytica desarrollan colms amlbnana y con menos Frecuencna o

absceso hepatico amibiano (24).

El estudio de este padecmuento se encuentra hmmldo debldo

studlo pretende valorar la respuesta :

aspectos inmunitarios en este probable modelo EV

humoral .y celular en el 5erbo ante, los anugenos amlbnanos fraccuon membrannl P-lS y

extracto total, posterior a un inbeulo intracecal de trofozoitos deE hlslolytlca cepa HMl

-IMSS. Para la determmacmn de amlcuerpos anti- amlba no existen actualmente anhsuero
contra mmunoglobuhnas de gerbo, sin embargo debido a una comumcaclon perso al con el
Dr. G. Acosta (ESM-IPN) y el Dr. J.P. Vaerman de la Universidad de Louvom en Belglca

en la cual comentaron “una’ reaccion cruzada entre las mmunoglobulmas de ratay

fue que se decidio estudiar como se desarrollaba la respuesta humoral en éste ammal A

mediante fa determmacnon de anticuerpos anti-amiba en suero empleando' para ello




anti-inmunoglobulinas de’ rata. La respuesta celular se evalud mediante técnicas de

transformacion blastoide de linfocitos de bazo por incorporacion de timidina tritiada.



OBJETIVOS

- Estudiar la respuééta inmunitaria en gerbos ( Aflerioizu.v ungiicilatus )>a 0, 10y 30 dias’

post-inoculacion int'rageéal de trofozoitos de £, histolytica,

--Determinar el mvel de amlcuerpos en suero “hacia dos antlgenos amlbmnos, extracto total y

fraccxon membranal P-lS medlante ensavo mmunoenznmatmo (ELISA)

-~ Tipificacién’ del 1sonpo de anucuerpos ann-amlba en’, sueros de gerbos moculados

mtracecalmente con trofozonos de £ histolytica. C

- Observar si e*dste una relacion entre la Tespuesta inmunitaria humbfal con la‘respues'ta de

Imfocnos de bazo encontrada en los mismos gerbos, medlda por lai lncorporamon de 3H-Td -

medmme una microtécnica de transformacion blastmde



MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién,:- -

Se uuhzaron 35 gerbos machos (Alwlanes' ungmcu/nlus ) de 55.a 65 dms de edad y

con un peso de 60 a 80 ‘g..Se ahmentaron con. produc(os comercmles para ratones y agua'

ad I/bmml

“ Obtencion de amibas para inoculacién,

Se unlxzo la cepa zmemca de 2. histolytica HM1-IMSS, Todos los trofozonos fueron )
cultivados en condiciones axénicas en el medio TYI-S-33 (28,29), duranle 7" horas a 37°C .

tiempo en el cual las amibas se encontraban en la fase Iogammlca d

amibas se despegaron de las paredes de los tubos de cultivo colocindolos en bano de agua-,‘ L

hielo (4°C) por 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 450 X g durant a 5 mmutos

4°C. Se retird el sobrenadante y los trofozoitos fueron resuspendldos en el mlsmo medlo _-

/ 0 2 ml Las v
amibas utilizadas fueron donadas por el Dr. Victor’ Tsutsuml del laboratono de Parasnologm : :
Esperimental del CINVESTAV-IPN, i : '

Se contaron las amibas en un hematémetro y se ajusmron asx 10° trofozo

) lnoculuci()n’in,(rai:eclnl ‘en gerbos con trofozoitos de Entamoeba histolytica. ;

0

recnmlento Las....7 -



Se utilizaron 35 animales los cuales se dividieron en 5 grupos de 7. Los grupos | y 3
fueron mocu!ados con lrotozontos de £. histolytica y los grupos 2 ¥ 4 con SSF, los cuales se
uuhzaron como grupos testigo, los animales’ del grupo 5 se emplearon para determmar tas

' respuestas basales (ammales a los cuales no se les reallzo técnica qunrurglca) Qumce dias
antes de la inoculacion, los gerbos fueron tratados con melromdazol (Flagyl por sondeo
‘lntragastnco) durante tres dias a dosis de 200 mg / kg de peso. E! tratamiento previo fue

: con el tin de eliminar protozoarios comensales como E. muris y Trichomonas sp. (16). Cada

1

iado:

animal se mantuvo en ayuno 12 horas antes de la cirugia. Los fueron
int‘raperitonealmente con pentobarbital sodico a una dosis de 50 mg/ Kg de peso. Se realizd

asepsia de la region abdominal . Posteriormente se hizo una incision media abdominal

exponiendo el ciego, en el cual fueron inoculados en el 4pice a los grupos 1y 3, 5x 10°
trofozoitos / 0.2 ml, los grupos 2 y 4 fiteron inoculados con SSF. El grupo 5 no fue
inoculado. La herida fue suturada con catgut 000, aphcando ﬁnalmente un anusepm:o local;

Los animales se mantuvieron en observacion hasta 30 dias despues dc la moculaclon

Antigenos amibianos,””

Los antigenos amibianos se obtuvieron de la siguiente manera:

Eﬂrncm tolal (ET) Trofozonos culnvados en medio TYI- S 33 de 7" horas se colocaron )
en luelo para dcspegdrlos de las paredes de los tubos de cultivo.” Los trofozditos ser

cenmfugaron a 800 x g durante 5 minutos (a 4°C), se elimind el sobrehadante’y Iovs‘,
- trofozoitos fueron. resuspendidos en  SAF (pﬁ=7.2) estéril y frio. Se rompieron _mediame‘ .

congelacion a -20°C y déscongelacién brusca a 15°C repitiéndose tres veces. Desp;iés dela;

Giftima_descongelacion se tomd una muestra y se observo al microscopio . sin  observarse

trofozoitos completos. Posteriormente se adicionaron 0.5 ml de SAF y 250 ul de’ un 8



inhibidor de proteasas pHMB 100 mM. (94). La cantidad de proteinas de los extractos

amibianos se determind por la reaccion de Folin-Ciocalteau (Ver apéndice de reactivos). El

extracto se colocd en viales que fueron almacenados a -70°C hasta su uso.

Anugeno dc mcmbmnn (P-IS) Para su obtenclon se reahzo a mnsma tecmca que para el«

(Ver apendxce de re: _

~Obtcnclon de Imfoclto de h' 'o y sueros de gerbos moculndos mtracecnlmente con

: trofozmlos Enmmocba Iusmlynca.

Lo5 ‘a‘nimales del’ grupo 5 fueron sacrificados el mismo dia en que se realizé la
moculacnon, los grupos 1 y 2 fueron sacrificados 10 dias después de la inoculacién y los
_gupos 3 ¥ 4 30 dlas post-inoculacion. Los animales fueron anestesiados con éter y por

pun‘cmn cardlaca se extrajo la sangre para la obtencion de suero. En drea estéril, se localizo
el bazo, se extirpd y se coloco en cajas de Petri conteniendo RPMI-1640 libre de suero a
24°C: Se deéi'ntegré mecanicamente, se tomg la suspension celular 1a cual fue filtrada a través
de el “de ‘organza estéril para eliminar tejido conectivo y grasa. La suspension fue
cehtriﬁlgada a 350 x g durante 5 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante, y se lavo tres
veces resuspendiéndose en RPMI-1640 frio y sin suero. Después del ulimo lavado. se
édicior_mroh 4 ml de RPMI-1640 frio suplementado con 5% de SFB previamente inactivado

-5

por 30 minutos a 56 °C y mercaptoctanol 5 X 10™ M. Se tomaron 50 ul de la suspension a -



la cual se adicionaron 50 ul de azul de tripano al 0.2 % en SSF al 0.85%, la muestra fue

colocada en un hemocitometro y se conté el nimero de linfocitos (en un tiempo no mayor

de 3 minutos). Posteriormente se estandarizo la suspension a 2 .‘(,106» linfocitos / ml.

lmfocltos : b’x.azo de

pnra
u\deF tami

Transformacion bl}lsioid :
Imente con trofozoi

intr; ba Immlyma.

Se unllzaron placas de mlcroculnvo (Costnr) En cada pozo

gerbos . inoculados

se colocaron 2 X 106

Imfocn(os de bazo en 100 ul'de RPMI-1640 suplementado con SFB. Se adiciono a fos pozos-. -

por mphcado y por separado 0,1,5,20,50y 100 ug de protema de g
(ET y P- 15) en 100 ul de RPMI- 1640 suplementado con SFB. .

s antigenos amibianos

Las celulas se mcubaron por § dias en estufaa 37°C, con 5% de CO., en aire y 100%

de humedad_‘- 18 horas antes de finalizar el periodo de incubacion, s
p'ozoy de timidina tritiada (actividad especifica de 6.7 Ci / mol, New En
Mass.; E.U.A.) en 10 ul de RPMI-1640 suplementado con SFB.-

‘ Despuss del periodo de incubacion las células fueron cosecha
en filtros de fibra de vidrio por medio de un cosechador {Bello-microh.
una bomba de vacio. Se hizo pasar por el filtro en forma secuencial dci
y 10% y metanol al 70%. ‘ L
El filtro fué secado y se despegaron los circulos correspondien
microplaca, éstos se depositaron en viales de plésﬁco cyon.tabén de ré
m! de liquido de centelleo a cada vial. Las lecluras fueron obten

espectrofotometro para liquido de centelleo (Contador de Centelleo Li

e adiciond | uCi’ P’?F

gland Nuclear, Boston

fas en SAF a pH=7.2
arvester), conectado a

do tricloroacético al §

tes a cada pﬁzo de la
scd; se adicionaron 2
das en CPM en un
quido Packard)ﬁ?),.




Técnica de inmuncelectroforesis para sueros de rata y gerbo empleando  anti-

gammaglobulinas de rata. (Reaccién inmunitaria cruzada.)

Para probar la reactividad cruzada entre las gammaglobulmas de rata 87 5erbo se
utilizé la técnica de inmunoelectroforesis. ‘

En placas de agarosa al 19% (en amortiguador de barbituratos) se colocaron 10 ul de
suero de gerbo, rata y hiamster 1:20, las placas se colocaron en una cimara de electroforesis.
El corrimiento se realizo a 120 volts durante una hora y media.

Una vez terminado el corrimiento, a los canales se adicionaron por separado 40 ul sin
diluir de anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM y anti-gammaglobulinas de rata elaborados en cabra
disponibles comercialmente (Sigma Chemical y Cappel Laboratories ) . Las placas se
mantuvieron en refrigeracion durante toda la noche en camara himeda. Posteriormente se
realizaron tres favados con SSF a concentraciones decrecientes: 0.9%, 0.45% y 0.22%
utilizando una hora para cada concentracion.

Una vez lavadas, las placas fueron tefiidas con azul de Coomassie por 5 minutos.
‘Para qﬁitar el excedente del colorante se sumergieron en solucion de cido acético/ glicerina.

Posteriormente las placas fueron secadas a 37 ° C (51).

Ensmo mmunoennmnnco (ELISA) para suero de gerbo y rata ‘utilivzmido‘mlti-‘

gﬂmnmglobulm.ls de ram.

El ensayo se realiz6 para probar la reactmdad cmzada encomrada por
inmunoelectroforesis de los antisueros de rata con suero de gerbo. o

Placas de fondo plano de poliestireno (Costar) fueron sensibilizadas con 100 ul de 8
sueros normales de rata y gerbo en solucion de carbonatos (pH=9.6), a diferentes diluciohéé,
(1:25, 1359, 1:100 y 1:200) manteniéndose en refrigeracion toda la noche. Posteﬁofméﬁté se’

lavaron (6 veces) con SAF y los sitios libres dentro del pozo fueron saturados. con 200 ul de: .
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SAF-ASB al 1% incubandose 2 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas
con SAF-Tween (Tween 20 0.5 mi/lt) 6 veces. A continuacion se adicionaron 100 ul por
separado_de anti-lg's.de rata elaborados en cabra IgA, 18G, IsM e Ig's totales (Sigma
Chehﬁf:ﬂb en’dilucién 1:1000 en SAF-ASB incubindose durante una hora a temperatura
‘ambiente. Al término de la incubacién se realizaron 6 lavados (SAF-Tween) y se agregéron
100 ul dél 'cénjugado (anti-cabra) en una dilucién 1:1000 por una hora. Nuevamente se
lavg con SAF-Tween 6 veces y se adicionaron 100ul del sustrato ( orto-fenilendiamina
“img/ lOOmi) manteniéndolo en obscuridad por 5 minutos. La reaccion se finalizé con 50ul
de H._,SO4 5 M. Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (BIO-TEK

INSTRUMENTS MICROPLATE READER) a 490 nm (23,40,51,99). |

Las mlcroplams de! polles eno (Costar) se recubneron con los antigenos amibianos

" ETy P-IS p T separado de la s\g,ulente manera:

Se adlcmnaron 100 ui de una solucxon ‘de carbonatos (pH= 9.6) conteniendo 50 ug/ ml de
protema amlblana en cada pozo “de’ las ‘microplacas . Se refrigeraron toda fa noche y
postenormeme se lavaron 6 veces) con SAF ; los pozos fueron bloqueados con 200 ul de
SAF- ASB al 1 % mcubandose *durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron
Iav’tdas con SAF—Tween 6 veces.

‘A estas placas recublcnas con proteinas amibianas se adicionaron 100 ul de los
sueros (dilucion 1:200) de fos diferentes grupos de gerbos inoculados con trofozontos de. .
I histolytica (0, 10 y 30 dias) , incubandose durante | hora a temperatura ambleme :

Después de la incubacion se lavaron las placas con SAF-Tween (6 veces) yse admonaron a



cada uno de los pozos 100 ul de los respectivos antisueros de rata elaborados en cabra
diluidos 1:1000 (IgA, IgG, IgM e Ig's totales) en SAF-ASB y nuevamente se incubo por |
hora.
! Posteriormente las placas se lavaron con SAF-Tween (6 veces) y se agregaron 100
ul dé conjugado anti-inmunoglobulinas de cabra (Sigma Chemical) dilucion 1:1000 en SAF-
“ASB a cada uno de los pozos y se dejaron las placas a temperatura ambiente durante 1 hora.
Se realizo un Ultimo lavado y se adicionaron 50 ul de sustrato orto-fenilendiamina
(Sigma Chemical) a cada pozo, se incubd por 5 minutos en la oscuridad. La reaccion se

" detuvo con 50 ul de H,S0, 5 M. Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (BlO;

TEK INSTRUMENTS MICROPLATE READER) a 490 nm '(23,5 1).

Anilisis Estadistico

- Para. comparar las respuestas;obtenidas’a los antigénos, amibianos a‘los 0, 10'y 30

dias pdsi-ii}bc@rlhci()vn,:s’é{ de varianza y Ia pifuel:é multiple de Dﬁnéén (96).




RESULTADOS

Determmaclon de nnllcuerpos en sueros de rata y gcrbo por mmunoelectroforesns

eros d rata gerbo Y. hamster se :
empleo la técnica de mmunoelectroforesns Pard ello se trabajo con antisueros de ratd’ acia..
los |sot|pos lgA, [_x,G e lgM ademas de un antl-mmunoglobullnas totales No se observaron
bandas de perec:pxtac:on hacia el suero de hmster con ninguno de los antisueros de rata,
l’ara los sueros de rata y gerbo solo se observaron bandas de precipitacion hacia los isotipos
IgG' e ‘inmunoglobulinas totales. En la figura (3) se ilustran los resultados de la

inmunoelectroforesis para los sueros de rata y gerbo.

suero de gerbo ~

anti- gammaglo+
bulinas totales ::
de rata !

suero de rata
suero de rata
anti- 139G de

rata

.suero de gerbo

Figura 3. .Plaq:zis'dé,inmunoeleclroforesis para sueros de rata y gerbo. En la fotografia se
vobsef\'anipahdas ‘de precipitacion hacia los isotipos IgG e Ig's-totales de rata en sueros de

rata'y gerbo,
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Determinacion de anticuerpos en sueros de ratn 'y gerbo por Ensayo

inmunoenzimitico empleando anti-i globulinas de rata.

Debldo aqueenla mmunoelectroforesxs no se udo observar la reaccnon de cruce

- hacia todos los isotipos de mmunog,lobulmas, se: reahzo e ensayo mmunoenznmatlco

empleando anti-inmunoglobulinas de rata’ para’ los sueros de “gerbo 'y rata' dlferenles

diluciones. Las absorbancias obtenidas para 15A de rata y gerbo son ‘mostradas en lar tabla 1

L.os resultados obtenidos para IgA mostraron que exnste una reaccion cruzada'entre [gA de R

rata y gerbo.

La respuesta es significativa (p<0 05) para el suero de gerbo e compara on con el

blanco de reactivos y sngmﬁcatwamente elevada (p<0 05) para el suero de rata en_‘

comparacnon con el suero de g serbo Los resuhados son presentados en la graﬁca i '{:

Tabla 1. Valores de absorbancnas en Ia determmacnon de IgA' 0 ,§u‘éros:de i‘atyavy geer -

’ulllllando ann lgA de rat

" [BLANCO . DE

- DILUCION * 'RATA " GERBO" ' |REACTIVOS (BR)
X DE X DE | «x DE

0.174 0.061 0.025 0.005 0.008 0.003

0.287 0.025 0.043 0.002 0.010 0.004

0.370 0.040 0.068 0.006 0.006 0.002

0.40) 0.028 0.055 0.007 0.014 0.004

D.E.= Desviacion estandar ~ x = Media .

BR = SAF-ASB
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Grifica 1. Determinacion de IgA mediante la técnica de ELISA con"ahti#[gA de fata en
sueros dc ratas y gerbos no inoculados a diferentes diluciones. Las respuestas obtemdas:

muestran que ambos sueros reaccionan con anti-IgA de rata, snendo ma)or Ia respuesta en

suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el promedio de snete sueros ensayados cada uno por. o

triplicado (* = diterencia estadistica significativa).
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De la misma manera se comprobo la existencia de una reaccion cruzada para IgG de
ratay gerbo. Las absorbancms obtenidas para 1gG de rata y gerbo son mostradas en la tabla
2; No se observo dlferencna sxgmﬁcauva en las dllucnones 1:25 yk: 50 (p<0 05) entre los

sueros de rata y gerbo Se observo una diferencia sngmﬁcanvamente elevada (p<0.05) para el

suero de gerbo ’en‘comparacmn on el blanco e renctlvos y una dlferencna significativa

(p<0. 05) entre lgG de rata” gerbo-'en as- dllumonéé 1 100 y 1;200, siendo mayor la

 utilizando anti-1aG

D.E.= Desviacion estandar -

BR = SAF-ASB.
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Grifica 2. Determinacion de IgG mediante la técnica de ELISA con anti-IgG d_‘e‘ rata en
sueros de ratas y gerbos no inoculados a diferentes diluciones.. Las ftjs;iuega ] Sbt¢riidas‘
muestran que ambos sueros reaccionan con anti-igG de rata, siéndo'm'ayc;r a’cespuesta en
suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el promedio de siete sueros e_ﬁséyé_db& Ead.a urio por:

triplicado (* = diferencia estadistica significativa

1310



Para IgM se observd que existe rcaccién cruzada entre IgM de rata y gerbo. Las
absorbancias obtenidas para [gM derata y gerbo son mostradas en la tabla 3.
- La'respuesta fiie similar a la obtemda con LgG Exxste dlf‘erencla sng,mﬁcatlva elevada

gerbo. Se encontrd una dlferem:la sugmﬁcanva (p<0 05) entre

gerbo en las diluciones 1:50, 1:100 y 1: 200 sxendo may r parael suero _del rat_a. Los’ i

resultados son presentados en la grafica 3.

Tabla 3. Valores de absorbancnas en la determmacnon de lgM en sueros s de rata y g,erbo

utilizando anti- lg\/l de rata. -,

: BLANCO

S o]

GERBO - :|REACTIVOS (BR) '
G293 | 0041 | 0005 | 0002
0010 | 0371 | 0038 [ 0.011 | 0005
0006 | 0344 | 0010 .| 0.007 | 0002

D.E.= Desviacion estandar . 'x = Media ;" -

BR=SAF-ASB
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Gral'cn 3. Determinacion de IgM mediante la técnica de ELISA con anti- IEM de rata én b

sueros de ratas y serbos no inoculados a diferentes dllucmnes Las respue 1

muestran que ambos sueros reacc:onan con anu-lgM de rata snendo mayor la respuesta en
suero de rata (p<0 OS) Cada dato fue el pl'OmEle de snete eros ensayados: cada uno por S

tnpllcado (" = dnferenma estadlsucn sngmﬁcauva)
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Las absorbancias obtenidas para Ig's totales de rata y gerbo son mostradas en la tabla
4. Los resultados para inmunoglobulinas totales (Ig's totales) muestran una diferencia
significativa elevada (p<0 05) entre el suero Ide gerbo y el blanco de reactivos siendo mayor
_para el suero de gerbo y una diferencia su,mﬁcatwa (p<0 05) para el suero de rataen
comparacmn con la respuesta en suero de gerbo Los resultados son presenmdos enla

grafica 4.

en naclon de lgs totales en sueros de ratay

Tabla 4. Valores de absorbanclas en la }

5,erbo uuhzando antx-gammaglobulmas totales‘

. DE

i D.E.= Desviacion estandar-

BRESARASD.
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Griificn 4. Determinacién de inmunoglobulinas totales mediante la técnica de ELISA con .

anti-Ig's totales de rata en sueros de ratas y gerbos no inoculados a diferemes diluéi'onés L‘zi's' R !

respuestas obtenidas muestran que ambos sueros reaccionan con anu lgs de rata, snendo ; :

mayor fa respuesta en suero de rata (p<0.05). Cada dato fue el promedlo de siete. sueros

ensayados cada uno por tnphcado (* = diferencia esladnsuca sngmﬁcatwa)
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Enel ensayo mmunoenzlmanco para la determmaclon de anllcuerpos en Ios sueros

deratay 5erbo a dlferentes diluciones empleando anti munog_.,lobulmas de rata se observo

el efecto Hook (89) Se determmo que la d:luc

amibianos fraccion membréhal 'Pilﬁ y e.it'récloy total

Cuantificacién de xlnucucrpos conlrn el mmgeno nmlbmno fraccnén mcmbmnal P- :



y 30 dias (p<0.05), manifestandose un decremento en la respuesta a los 30 dias post-
moculacmn Para IEG no_se encontré diferencia significativa (p<0. 05) entre: la respuesta
- obtemda 2 los:0 y 10 dxas Sln embargo a los 30 dias se encontro dlferencm su,mﬁcatlva’
clevada (p<0 05) en comparacmn con la _observada a los 10 dias post moculaclon En la
~determmacxon de IL.M se observe dnl‘erenma significativa . (p<0 05) entre la respuesta
obtemda a los 0 y-lO dlas post-moculac:on a 105 30 dlas se encomro dlferencxa significativa

elevada (p<0 05) el compar'mon con la observada a l6s 10 dlas Estos resultados son

presenmdos enla graf ca 5

- Tabla 5 Valores de absorba mac n de anncuerpos IgA, IEG e Ig\I hacia

el P-15 en sueros de 5,erbos inocu. dos mtrace lmente con trofozonos de E luslolyma

INMUNOGLOBULINAS |- DIAS POST-INOCULACIO

IgA
TESTIGO
INOCULADO
[eG
TESTIGO -
INOCULADO-
feM
TESTIGO
INOCULADO

D.E4=, Desviacion estandar.
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eriﬁca' “5‘. bétermiﬁhcién de IgA, 1gG e IgM en sueros de gerbos inoculados
intraccéalrﬁente con trofozoitos de L. histolytica hacia el antigeno, amibfano ’P; 15 7a
. ’dlferemes penodos de moculaclon Se observé una respuesta mayor.a los 30 dms post- :
moculacnon para [gG e lgM sin embargo la respuesta para IgA dlsmmuye en este penodo 2
_(p<0 05) Cada dato fue el promedlo de siete sueros ensayados cada uno por mphcado =

‘dlferencm estadlsuca sngmﬂcauva)
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Las absorbancias obtenidas para Ig's totales hacia el antigeno amibiano fraccion
membranal P-15 son mostradas en la (ablé 6. En la respuesta entre 0 y 10 dias se observo

dxferencna sugmhcauva (p<0 05) encomrandose dlsmmulda la respuesla a los’ lO dlaS A'los

30 dlas se presemo dlferenma sng,mf' c:mva elevada (p<0> S)Fen [ mparaclon a Ia obtemda an

: NMUNOGLOBULINAS
2| TOT: l\LES

TESTIGO

" INOCULADO -

,-'D.\E.b=r.

) xé Mcdié,' )
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eriﬁcu 6. Determinabic’m de 1g's totales en sueros de gerbos inoculados intracecalmente ;

con trofozonos de E Iu\lolvma contra antigeno amibiano P-15 a diferentes penodos de '

W



Los resultados de la produccién de anticuerpos hacia el antigeno fraccion membranal P-15
en sueros de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de L. /sistolytica mostraron

el siguiente orden de respuesta de mayor a menor: IgG, IgM e IgA.

Dctcrminn:iéh'dc nhti‘cu,e,rbbfs contra ET.

“Las absorbanc:as oblemdas para Ig,A,‘_'lgG e 15M Hacia ET son mostradas en la tabla
7. Los resultados de'la produccmn de anncuerpos hacm el ET’en sueros de gerbos .
; moculados con trofozoitos de E hl\tolymn fueron los s:gulentes .
- Para IgA se encontrd dnferenma sxsmﬁcauva (p<0.05) entre Oy 10 dxas aumentando
significativamente entre .10 y 30 dias post -inoculacion (p<0.05). En el caso de’ ISG se.
‘ observd diferencia significativa elevada (p<0 05) entre Ia respuesta a los 0y 10 dias, asl
como entre 10 y 30 dias después de la inoculacién. En la respuesta para IgM se encontro-
diferencia significativa mayor’ (p<0.05) entre 0 y 10 dias y una diferencia AsigniﬁéatiVé :
(p<0.05) entre 10 y 30 dias post-inoculacién. Estos resultados son presentados en la é;éﬁca

7.

+1



Tabla 7. Valores de absorbancias en la determinacion de IgA, 1gG e IgM hacia el antigeno
extracto total amibiano en sueros de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de

E. histolytica.

- [MUNOGLOBULINAS |

IgGe
~TESTIGO
T INOCULADO.

D E.= Desviacion e;taridar W e xi=Media
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Grifiex 7. Determinacion de IgA, IgG e IgM  en sucros de gerbos ‘inoculados
intracecalmente con trofozoitos de &. histolytica contra antigeno ET a dlferentes penodos
de inoculacién. Se observo una respuesta mayor a los 30 dias post moculacnon para todosv‘f
las inmunoglobulinas (p<0.05). Cada dato fue el promedio de siete sueros ensayados cada .

uno por triplicado (* = diferencia estadistica significativa).

43



Las absorbancias obtenidas para inmunoglobulinas totales contra el antigeno extrato

total amibiano son mostradas en fa tabla 8. Los resultados fueron significativamente

elevados (p<0 0:) a los 10 Yy 304dms en com aracmn con los encomrados a Ios (] dlas Estos

resultados son presentados en la grafica ¢

IN\lU\lOGLOBULI\JA

~INOCULADO [0,195.] 0.039 | 0418 | 0079.|.

= DE= Desvié;non ésténdar o x = Media
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Grifica 8. Determinacion de Ig's totales en sueros de gerbos inoculados intracecalmente . .

con trofozoitos de £. Aistohvica hacia ET a diferentes periodos de inoculacién. Se observd

una respuesta mayor a los 30 dias post-inoculacion (p<0.05). Cada dato fuevelrp‘romedioyvde

siete sueros ensayados cada uno por triplicado (* = diferencia estadistica significativa).
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to:

Respuesta de linfocitos de bazo de gerbos inocuindos intracecalmente con trof

de E. histolytica hacia los nntlgenos amlbmnos fraccion membranal P-15 y ET

mcdmnte Ia mcorpornclon de nmldma trltmdn. -

e bo hacia .

membr‘ana‘l}I; -l>5 v ET mp_straron que a los 0 dia

sng,mhcanvamente mnyor (p<0 05) para el antlgeno 15 Los resultados son,pres»ehtados ‘en. :

la Lraﬁca 9
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Tabla 9. CPM en la determinacion de la respuesta de linfocitos de bazo de gerbos
inoculados intracecalmente con trofozoitos de £. histolytica hacia los antigenos amibianos
P-15yET. ‘ TS s '

ANTIGENO IAS POST-INOCULACION

P-15

TESTIGO -

INOCULADO -

EXTRACTO TOTAL '

“TESTIGO .

INOCULADO = -

:D.E.~ Desviacion estandar " . x = Media,
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Griifica 9. Determinacién de la respuesta de linfocitos de bazo medlante la lecmca de‘ :
transformacion blastoide de gerbos inoculados intracecalmente con lrofozonos de E '
hl\ml_ynca hacia los antlgenos amibianos P-15 y ET a diferentes penodos de moculacxon Se,
observo una respuesta mayor hacia el antigeno amibiano fraccion membranal P 15 a Ios 30

dias post -inoculacion (p<0.05). Cada dato fue el promedio de ios lmfocntos de bazo de swte"

animales ensayados cada uno por triplicado ( * = diferencia estadistica sng,mﬁcauva)
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Respuesta celular y h al en gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de

E.histolytica hacia los antigenos P-15Y ET.

de E /nslalynm hacna ET.

DIAS:POST-INOCULACION

D.E: = Desviacion estandar
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Grafica 10. Comparacion de las respuestas de linfocitos de bazo e mmunoglobulmns totales '

de gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de E.h ’olyllm medlante Ias téoni
de transformacion blastoide y ELISA hacia ET a dlferente !

observo que ambas respuestas se lncrem ntan’

Cada dato fue el promedio de lmfocnos de azo y'sueros de: snete ani 'ales ensayados cada L

uno por triplicado (* = dlferencta es(adlsnca sngmﬁcauva)



Los resultados de las respuestas de linfocitos de bazo e inmunoglobulinas hacia el P-
15 son mostrados en a tabla 11. Para éste amigeno las respuestas fueron aumentando

conforme el periodo post-inoculacién. Los resultados son presentados en la gréfica 11,

Tabla 11, CPM y absorbancias en la determinacion de la respuesta de:linfocitos de

bazo e inmunoglobulinas totales de gerbos inoculados intracecalmente * con trofozoitos -

" de E. histolytica hacia P-15.

DIAS POST-INOCULACIO
: SR A)x :
T TESTIGO . [12995 |
~INOCULADO,
TABSORBANCIA [
TTESTIGO 0012
INOCULADO

DE= DeSviaciér} estandﬁr i
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Gr.iﬁcu 11, Comparacnon de las respuestas de linfocitos de bazo e mmunoglobulmas totales

por mpllcado( * "dlferencta estndnstlca sngmﬁcanva) L 1 : iv

: Estadlsncameme la variacion en los resultados depende lanto del antlgeno moculado -

como de los penodos de moculaclon
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DISCUSION

" Enel preseme trabajo se estudlo la respuesta humoral y celular en [,erbos inoculados
mlracecalmente con \rofozontos de . lnstolylica dela cepa a.\emca HMl -IMSS.- La eleccion
de la via de moculacnon fise favorecida por la razon de aseguramos el poder controlar la.
canudad de moculo al -intestino, ademéds de ser una: via emplenda y documentada
prewamgnte por otros investigadores (20,21). Se trabajé con grupos de animales a los cuales
les‘ﬁlero‘n extraidos linfocitos de bazo y los respectivos sueros a los 0,‘ 10 9‘30 dias post-
inoculaéién Los periodos post-inoculacién se fijaron de acuerdo a estudios histologicos
realizados por otro grupo (20).

Los linfocitos de bazo fueron empleados para valorar Ia respuesta celular mediante
una técnica de transformacion blastoide y la respuesta humoral se evaluo por: la
determinacion de anticuerpos anti-amiba por ensayo mmunoenmmauco Para estudlar ambas’

respuestas se utilizaron dos antlgenos amibianos, fraccton membranal P-IS y extracto total’

mmunol,lobulmas de rata con los sueros normales de rata y gerbo a dlferentes dliuc nes son

.':’ 5;'



presentadas en los gréficos 1, 2, 3 y 4, donde se encontrd respuesta para ambos sueros en

comparacion con el blanco de reactivos (SAF) p<0.05 , con lo cual se demostré que hubo

cierta reaccion cruzada entre las Ig's de rata y gerbo.

Basandonos en éstos resultados se llevaron a cabo las determmacnones de anucuerpos a

amiba empleando antisueros de rata en sueros d Eerbos moculados esta forma mdnrecta de

medir los anticuerpos fue un recurso abllgado debldo a que en'el momemo de la reahzacton :

del estudio no se conocia la existencia de anusueros comermales y el ObjthO de nuestro

ll’ﬂb{l_]O no lmpllcaba de momento la punﬁcac:on y obtencion de los annsuero

fueran responsables de la estimulacion de la produccion de anticuerpos:.;

£n los resultados del estudio de la inmunidad celular encontramos respuesta hacna ambos

antigenos por parte de los linfocitos de bazo que también aumentd a medid que lranscurno i

el tiempo post-inoculacién y fue mayor hacna el antigeno am:blano fracmon membranal P-

La diferencia entre el grado de respuesta celular y humoral hacia los antlgenos amxblanos‘

empleados tal vez podria deberse a mecanismos que involucran las respuestas de celulas Thl

y Th2 respectivamente. Actualmente existen trabajos en los cuales se cstu ia la respuesta de

células Thl y Th2 en protozoarios, mediante la determmacmn de mterleucmas

(30,56,78,70,73). Aunque existen algunos datos que mdlcan que, . a regulacnon de la T

respuesta depende de la via de inoculacion, del tipo de anngeno emplea‘o y: de las,

caracteristicas del parasito {56), es necesario contar con mas traba}os para poder establecer o

S E e e




en una forma mas concreta como se da la regulacion de estas células ante diferentes tipos de
parasitos.

Al integrar las respuestas celular Y humoral observamos que existe una respuesta'
sistémica hacla la inoculacion de trofozmtos por vna intracecal en'el gerbo. Estos resultados‘ :
coinciden con una investigacion reciente en ‘donde se inocularon trofozoitos ﬁjados ‘con
formaldehido por diferentes vias, rectal, intragdstrica y peritoneal en ratbﬁes, en'la’ cﬁai se’
encuentran respuestas sistémicas independientemente de la via de inoculacién (58). :
El objeto de éste estudio fue conocer tanto la respuesta celular y hufnoral del gerbo después -

de ta inoculacion intracecal de trofozoitos de-£. histolytica. Los resultados oble'nidos’sé'

adicionan a los ya reportados en snmnlares experimentos con gerbos y amlbas y aunque i

nuestro estudio prescnta cnenas llmltacmnes como el empleo de annsueros de rata y el (lva

de inoculacién, estas io" son mayores que las que suelen presentarse en ofros: modelos s

: ammales

h annblasns sino para otros pademmlemos




CONCLUSIONES

- Los gerbos inoculados intracecalmente con trofozoitos de  Emtamocha histolytica

desarrollan Eeépqe’sta inmune celutar y humoral a los 10 y 30 dias‘pqsl-inocﬁlécién.v

- La produccmn de'” nncuerpos hama el anngeno e‘(tracto total fue mayor que para eI

'anngeno membranal

-~ Las respuestas obtemdns en la determmacmn de los dnferemes 1soupos de anncuerpos

fueron en orden decrecxente IgG lgM e lgA hacxa ambos ann&enos amxblanos

-Al comparar Ia respuesta celular medlda por transfonnacnon blast de de lmfomtos de bazo

Ly la respuesta humoral evaluada por. ELISA para la detecclon d' anl cu‘rp

en ambos casos la respuesta se mcrementa conforme aumenta el penodo pos‘ moculacton
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APENDICE DE REACTIVOS

l.- Metodo de Lowry I‘olm Clocalteu) S
) 12 %‘en hldl’OMdO de SDle 0.1 N

. i sol. estandar -

005 ges.
o e i
005- o ogs - oo Uods e
02 .. 08 o0z
025 ¢ 075 - oas
03 - .07 03
04 06 o4
05 6 0.5
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Tomar 0.3 ml de cada una de las diluciones y 0.3 ml de agua destilada (blanco).

Afadir 2.5 ml de la solucion C, mezciar y dejar en reposo a temperatura ambiente por 15
minutos Después adicionar 0.25 ml de reactivo de fenol diluido agitar e incubar 30 minutos
a temperatura ambleme Leer en espectofotometro a 700 nm. Graficar 1a curva estandar e

mterpolar las absorbancnas de las muestras problema para conocer su concemracmn

2.- Regulador de barbituratos :

Tns-barbnal (lnsxmmentanon Laboratory Inc) 1 frasco

Mcnhlolate all : 9 0 ml,

- Agua dgstxlada : ~:1000,0 ml.
3. Merthiolate al | %

Thlmerosal e s : 0l g

Agua deshlada 2 ) 10,0 ml.
4.- Agarosa al 1 %

A\unrosn o ' 7 1.0 g

Re_x,uhdor de barbuuratos : 100.0 ‘ml.

. Menhlolal_c al 1'% . 1.0-mi.
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5.- Tincion azul dc Coomassie

Azul de Coomnss:e (Azul bnllan(e Sigma) 1.25 g.
Acndo acenco 1,]acnl S ane o 50.0.ml
estilada: o ' T 185.0 ml.

6.- Solucién i‘liesleﬁidora :

Acido aééliéoglécial e ; . 50.0 mi.
Agua destilada " L . 185.0 'ml,

7.- Alﬁdrtiguador de citratos 0| M pH=5.0

CAcidoccitrico. . Los0'g,
LR 0.890:g.

:Fosfélé ‘de éddip :
500 ml."

Agua destilada
0 con fosfatos, si es' mayor.a 5.0 con acido citrico. -

“Ajustar el pH si es menor de |

S8l Soluc:on amomgu
Carbonato dc 50
Bicarboriato _de s
‘Agua destilada
La solucién se ajustd a pH= 9.6 con acido clorhidrico i N.
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9.- Sustrato para la enzima peroxidasa

I mg / ml. de ortofenilendiamina en solucion de citratos

10.~ Solucion amor

0.5 ml

- Tween L RTRUN
adora ﬂe qufa(ds"(p =7.2) 1000.0: ml.

Sol. aijhb;ti

AL- Soluﬁ:ién“amoﬁigu_‘a‘dofq’de”fo‘sfatps-a]bilmiﬁa sérica bovina’

, Cog
Sol amonu_,uadora de fosfatos (pH 2) . 1Q0.0um1‘.>

Albumma senca bovma (ﬁ‘ac 0
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