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RESUMEN

La amibiasis es la parasitosis intestinal causada por E.histolytica cuyo érgano
blanco es el intestino grueso. La adherencia de los trofozoitos a las células epiteliales del
colon es uno de los eventos determinantes en el desarrollo de lesiones invasoras en el
huésped, y al menos en sistemas in vitro e in situ la adherencia de trofozoitos de amiba a
tejidos y células blanco es inhibido por la presencia de IgA anti-£. Aistolytica.

En otros modelos de infecciones gastrointestinales la [gA parece participar en la
eliminaciéon de microorganismos patégenos a través de fendmenos de citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC). Por lo que el objetivo del presente trabajo fué
investigar si dichos fenoémenos participan en la inmunidad protectora contra E histolytica.

Para ello, se utilizaron como células efectoras; esplenocitos, células de ganglios
mesentéricos y de placas de Peyer de ratones BALB/c inmunizados con el parésito y
como testigo células linfoides de animales no tratados, los experimentos se realizaron en
presencia o no de IgA monoclonal anti-amiba, ademas de los controles adecuados.

Los resultados obtenidos se expresaron en valores del indice de citotoxicidad
sobre trofozoitos de E.histolytica HMI:IMSS,; la viabilidad se evalué por medio del
método de exclusién por Azul Tripano.

Los resultados indican que la sensibilizacién in vivo y la presencia de anticuerpos
antiamibianos en suero y fluido intestinal hiperinmune pueden incrementar

considerablemente la capacidad citotoxica de las células linfoides.
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES

La amibiasis es la infeccién humana causada por el protozoario denominado
Entamoeba histolytica. Existen reportes en México que datan del siglo XVIII en los que
se describe una enfermedad caracterizada por obstrucciones inflamatorias del higado,
compatibles con el absceso hepatico amibiano (1,2). En 1875 Fedor Aleksandrovich
Lasch (3) publicd un articulo titulado “Desarrollo masivo de amibas en el intestino
grueso”, denominando al agente infectante, por él descubierto, como Ameba coli por
haberlo encontrado en el colon. En 1886 Robert Koch durante su estancia en Egipto
estudio cinco casos de disenteria, Flos de ellos complicados con absceso hepatico,
encontré amibas no solamente en ulceraciones, sino que ademas pudo observar que éstas
se ubicaban en la profundidad de las ulceraciones intestinales, en los abscesos hepaticos,
incluso llegd a advertirlas en las paredes y en los capilares del absceso. Koch fué el
primero en observar al parasito en preparaciones tefiidas (4). De todas las investigaciones
la de mas trascendencia fué la publicada por William Councilman y Henri LaFleur en
1891 (5) quienes reconocieron a la amibiasis como una entidad patoldgica definida
ocasionada por un germen especifico al que llamaron Ameba dysenteriae, convencidos
de que ese nombre era mas apropiado, ya que el sintoma principal es la disenteria. En
1893 publicaron en Europa, Quincke y Ross (6) la existencia de otra especie de amiba
distinta de la patogena, hasta entonces conocida, llegaron a demostrar experimentalmente
que dicha amiba no era capaz de producir lesiones. Esta especie corresponde a lo que hoy
conocemos como E. coli. Es en 1903 cuando Shaudinn denomina a la especie patégena
con el nombre de Entamoeba histolytica (7).

Estudios posteriores acerca de este parasito llevaron a los investigadores a
encontrar otras especies de amibas (8). Es en 1913 cuando Kuenen y Swellingrebel (9)
informaron que la E. histolytica tiene tres fases en su ciclo de vida: la invasora

propiamente dicha, la comensal o minuta y la quistica tetragena. Paralelamente se hizo



un importante progreso principalmente en las técnicas para cultivar amibas en medios
monoxénicos (10), los primeros intentos estuvieron a cargo de Musgrave y Clegg en
1904, en medios con agar y sangre que contenian una sola especie de bacterias (10). En
1925 Boeck y Drbohlav disefiaron un medio donde la amiba se desarrollé facilmente
aunque en asociacion con bacterias (11).

Ademas Brumpt acuii6 el término de E. dispar para la Entamoeba avirulenta o no
patogena descrita por algunos parasitélogos (12).

En 1928 Dobell describié el ciclo biologico de la E. histolytica en el humano y
monos (13). Para 1930 Cleveland y Sanders describieron amibas multinucleadas con
duplicacién por fision y su enquistamiento, especularon sobre la produccion de
esporozoitos y el proceso de enquistamiento (14). Ademaés hubo un importante adelanto
en el desarrollo de técnicas para demostrar la presencia de amibas en heces. En 1938
Faust desarrollé la importante técnica de sulfato de zinc, con el propdsito de concentrar
las amibas de la materia fecal (15). Diez afios mas tarde Ritchie introdujo la técnica de
sedimentacién con éter (16).

Finalmente en 1961 Diamond (17) desarrollo ¢l cultivo axénico de amibas lo que
permitié modernos estudios sobre E. histolytica e incrementé el conocimiento en la
biologia de este parasito, en 1968 comunicd la forma de producirla masivamente (18). En
ese mismo afio Thompson y col. prepararon y estandarizaron la técnica para la obtencion
de antigenos amibianos provenientes de este tipo de cultivo. El material antigénico asi
obtenido es heterogéneo y esta formado por varios compuestos de diversa naturaleza
quimica tales como proteinas, carbohidratos, lipidos, etc. Esta mezcla de antigenos
recibi6 el nombre de histolisina. La definicién de los antigenos de amiba se hizo a partir
de los estudios hechos con trofozoitos de E. histolytica cultivados en medios axénicos
(19).

El diagnéstico de la enfermedad amibiana llegaba a tener un alto grado de
dificultad a pesar de los descubrimientos realizados y es a partir de 1914 que se
introdujeron varias pruebas seroldgicas orientadas al diagnéstico de la amibiasis

invasora. Izar encontré una reaccion de fijacion de complemento, mediante el empleo
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como antigeno de un extracto acuoso de heces que contenian el parasito (20). Mas tarde
Craig utilizaria extractos alcoholicos, en tanto Stone empleaba antigenos obtenidos de
lavado de quistes (21). En 1942 Rees logré un indudable progreso al encontrar una
reaccion de fijacion de complemento con antigenos de E. histotytica, cultivada en un
medio con una sola especie bacteriana (22). Finalmente en 1970 Morris y Elsdon Dew

introdujeron la prueba de aglutinacion del latex (23).

BIOLOGIA DE E.histolytica

El ciclo de vida de E.histolytica carece de estadio sexual y hospederos
intermedios, oscilando entre dos formas diferentes: el quiste infectivo y el trofozoito
vegetativo (24) este Ultimo con un didmetro de 20 a 40 pm, que es la fase moévil e
invasiva, el cual produce necrosis en diversos tejidos (24). Tradicionalmente se ha
aceptado que se divide por fisién binaria. Sin embargo, en E. histolytica han sido
descritos cuatro estadios en su divisién nuclear, de acuerdo a la forma nuclear (25), y al
movimiento de los microtibulos (26) Profase, Metafase, Anafase A, B y Telofase. Todos
los estudios realizados sobre la division nuclear reconocieron que ocurria sin
rompimiento de la membrana nuclear (13). Se sabe muy poco acerca del nimero exacto
de cromosomas y la regulacion de la expresion de genes en éste protozoario (27). Los
trofozoitos poseen un unico nicleo aunque no es raro encontrar amibas con diferente
numero de nicleos, el significado no esta claro, pero parece que la division nuclear no
esta acoplada a la division celular (28), los trofozoitos frecuentemente se observan con
eritrocitos ingeridos, algunas veces con leucocitos o bacterias, son ricos en glicégeno,
con ribosomas agregados en hélices las cuales se agregan para formar barras alargadas
con extremos redondeados (cuerpos cromatoides), carecen de mitocondrias, aparato de
Golgi y reticulo endoplasmico bien desarrollado (29). Por otro lado, se ha observade que
el nicleo tiene poros nucleares y estructura laminar que mide de 4 a 7um en didmetro,
consistiendo de una delicada membrana acromatica (29) , ademds poseen una estructura

similar al nucleosoma (29). Los estudios citoquimicos y la incorporacion de precursores
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radioactivos revelaron una posible compartamentalizacion temporal de los 4cidos

nucleicos en el nucleo (30), también se ha observado cromatina periférica cerca de la
| membrana nuclear, pulsos de marcaje con *H-timidina y *H-uridina mostraron que esta
zona contiene ADN ¥ que es rica en sintesis de ARN (31). Se ha propuesto esta zona
como el equivalente funcional del nucleolo de otros eucariotes. En la parte central del
nucleo hay una cstructura‘denominada endosoma, en donde el ADN se encuentra mas
concentrado (32).

Los trofozoitos de E. histolytica tienen una cubierta externa o glicocalix de la
cual se han aislado y parcialmente caracterizado dos glicolipidos: un lipofosfoglicano
(LPG) y un lipopéptidoglicano (LPPG) (33), por debajo de ésta se encuentra la
membrana plasmatica de aproximadamente 10 nm de espesor. Se han identificado
ademas la presencia de lectinas, carbohidratos, lipidos (34) y proteinas como antigenos
de superficie, actualmente la identificacion y purificacion de los antigenos de superficie
se ha facilitado por el uso de anticuerpos monoclonales especificos (35). Se ha
observado que la lectina ( Gal/GalNac) la cual reconoce N y O-oligosacérido (36), no
solo media la adherencia a una serie de células blanco sino también participa en la
actividad citolitica e inhibe la activacion del complejo de ataque a membrana C5b-9 del
complemento humano (37). Ademas tiene similitud en la secuencia y en la reactividad
antigénica crusada con CD59, un inhibidor del complejo de ataque de membrana (MAC)
en eritrocitos humanos. Flores-Romo y col. 1994 (38) observaron que la cepa virulenta
HMI-IMSS: contenia una molécula similar al CD59 al detectarlo con anticuerpos
monoclonales antihumanos CD59 de rata. En otro estudio Gutiérrez-Kobeh y col. 1997
(39) propusieron que la resistencia adquirida al complemento es debido a la
incorporacion y uso de moléculas reguladoras de complemento del hospedero, tomando
en cuenta que los trofozoitos de la cepa patégena al invadir la mucosa intestinal estan en
contacto directo con componentes de la sangre del hospedero la cual contiene éstas
moléculas reguladoras, explicandose de esta manera la adquisicion de dichos factores por
las amibas. Ademads del reconocimiento de carbohidratos especificos por parte de las

lectinas de la superficie de los trofozoitos, el contacto inicial y la subsecuente
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destruccion de las células y tejido del hospedero por E. histolytica parecen requerir la
mediacién de ciertos tipos de receptores de superficie algunos de los cuales actuaran por
¢jemplo en el reconocimiento especifico que los trofozoitos hacen de la colagena y que
activan la secrecion de colagenasa al medio externo (40). En el habitat natural de los
trofozoitos se podria pensar que la degradacion de la matriz extracelular es una etapa
necesaria en la invasién de la Lamina Propria (LP) que hacen los trofozoitos después de
penetrar en la mucosa intestinal (41). Se encontrd que la actina es la proteina mas
abundante del citoesqueleto de los trofozoitos (42) constituyendo del 10 al 15 % de la
proteina total en el trofozoito, requerida en el movimiento amiboideo (28) y en el
mecanismo de redistribucién de proteinas en la membrana (capping) con la participacion
de miosina (43, 44). Este parasito es una célula mévil capaz de ingerir una variedad de
particulas incluyendo bacterias y eritrocitos y de destruir casi cualquier célula. Se mueve
por la formacion de pseuddpodos sin microfilamentos aparentes, los microtiibulos son
solamente observados durante la division nuclear (45). Ademas forma filépodos los
cuales son proyecciones fagociticas con vacuolas orientadas al exterior y a una regién
caudal uroide. La superficie de los trofozoitos es altamente activa con un notable
intercambio de membrana. El capping inducido por anticuerpos es probablemente una
manifestacidn de un mecanismo de! pardsito para evadir la respuesta inmune del
hospedero ( 45).

Su principal fuente de energia son los carbohidratos los cuales son incorporados
a través de transportadores especificos. A pesar de la ausencia de mitocondrias, el
trofozoito es capaz de crecer bajo condiciones aerdbicas, por arriba de 5% de oxigeno
(46). Tanto los trofozoitos completos asi como sus fracciones subcelulares tienen la
capacidad de activar el complemento a través de las vias clasica y alterna (47), en la
primera lo hacen mas vigorosamente e incluso en ausencia de anticuerpos (48).

El quiste maduro cuadrinucleado mide de 5 a 15 p puede permanecer viable
durante periodos prolongados y en diversas condiciones ambientales e inclusive resisten

la accién del jugo gdstrico y de las enzimas digestivas, segin la temperatura y la



desecacidn conservan su capacidad infectante en las heces, en el agua y en el suelo;
hasta ocho dias cuando la temperatura oscila entre 28° y 34° C y hasta un mes cuando
baja a 10 °C; el quiste puede sobrevivir durante 45 min debajo de las ufias de las manos,
sucumbiendo a la desecacion después de 10 min sobre la superficie de las manos (49), es
resistente a fa accion del cloro en las cantidades que normalmente se usan para purificar
el agua por lo que este procedimiento no previene las epidemias que se originan por la
contaminacion fecal de las redes de distribucién, los quistes se destruyen cuando se
exponen a 200 ppm de yodo, al &cido acético a temperatura superior a 68°C y se pueden

remover por filtracién con arena (49, 50).

MECANISMO DE TRANSMISION

La infeccién causada por este parasito puede ocurrir cuando el quiste maduro es
ingerido en agua contaminada con heces de portadores, la transmision de quistes también
puede ser a través de insectos (51), de los habitos higiénicos inadecuados (52, 53, 54), de
los habitos sexuales y del uso de materia fecal como fertilizante en algunos paises
asiaticos, éstos son también mecanmismos importantes de transmisién de la amibas en
paises eh desarrollo.

El hombre es el principal reservorio de E. histolytica y epidemioldgicamente el
Unico importante, si bien se ha encontrado el pardsito en algunos primates y
experimentalmente se ha transmitido a diferentes especies de mamiferos, las principales
fuentes emisoras de agentes infecciosos patogenos las constituyen los portadores sanos
de cepas patdgenas, sobre todo los convalescientes de alguna forma de enfermedad
amibiana. Los enfermos solo eliminan trofozoitos en las fases iniciales del padecimiento
(49, 55).

Los quistes se desenquistan en el intestino delgado para formar los trofozoitos,
éstos se adhieren a la mucosa del colon para colonizar el intestino, entonces pueden
invadir a través del epitelio intestinal, causar colitis o absceso hepatico o formar quistes,
los cuales son eliminados con las heces para iniciar un nuevo ciclo de infeccién (56). En

el caso de invasion de la mucosa del intestino grueso, puede causar disenteria amibiana,

14



absceso hepatico, y menos frecuentemente afectar cerebro, piel, cartilago y hueso (24),
lo que se conoce como amibiasis intestinal invasora. E. histolytica puede invadir
exclusivamente epitelio intestinal lo cual requiere de tres pasos: 1) movimiento celular,
2) la unidn a la célula blanco o a ciertas macromoléculas en la matriz extracelular por
medio de lectinas y receptores y 3) la destruccion de macromoléculas como
fibronectina, laminina y coldgena, se ha propuesto que ocurre por una cascada
proteolitica  (57), involucrando serina proteasas (58), tiol proteinasas (59) y
metaloproteinasas (60}, las cuales degradan matriz extracelular y mucoproteinas, que
desplazan células epiteliales y degradan membrana del basamento epitelial (57).

Ademas otro factor citotéxico el cual puede dafiar directamente células o matriz
extracelular es el factor formador de poro llamado “ameboporo™ (61).

La mayoria de los individuos infectados por E. histolytica no desarrollan la
enfermedad : el parasito vive y se multiplica en el intestino, aparentemente sin lesionar
los tejidos . En condiciones naturales, la relacion entre el nimero de portadores y el de
enfermos varia considerablemente de una regién a otra. La proporcion de portadores es

mas alta en paises con endemia elevada.

DIFERENCIAS ENTRE CEPAS PATOGENAS Y NO PATOGENAS

En 1925 Brumpt (12) propuso la existencia de dos especies; una patégena (P) y
otra no patoégena (NP) tratando de explicar el amplio rango de sintomas clinicos en la
enfermedad causada por E. histolytica, desde infeccidn asintomatica (correlacionada con
cepas NP) a enfermedad sintomdtica que se manifiesta por disenteria ligera o severa y
enfermedad extraintestinal invasiva que amenaza la vida (relacionada con la cepa P). En
1970s Sargeaunt (62) revivio esta hipétesis al identificar distintos patrones de cuatro
diferentes isoenzimas asociadas al metabolismo de carbohidratos (zimodemos) que se
correlacionaron con la presencia de enfermedad sintomatica. Se desarroll6é otra hipotesis
en la que se sugiere la existencia de mecanismos reguladores los cuales producen
variabilidad en la expresién de genes involucrados en virulencia. En 1994 Orozco y col.

(57) propusieron una nueva hipétesis para explicar la variacidn de E. histolytica
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tomando en consideracion que un trofozoito puede generar individuos no idénticos, esto
es que algunos de ellos pueden expresar el fenotipo invasivo y otros no. Esto descarta la
existencia de dos especies de E. histolytica pero acepta la existencia de poblaciones de
trofozoitos P y NP y asume la posibilidad de interconversiéon de poblacién P a la NP y
visceversa, basados en suficientes evidencias de variacion clonal en cultivos de E.
histolytica (63, 64). Diferentes clonas expresan diferente fenotipo incluyendo aquellos
relacionados a virulencia (57). '

Mackenstedt y col. en 1995 (65) realizaron un estudio en el que llevaron a cabo la
diferenciacidn genética de las cepas de E. histolytica P y NP, los resultados coincidieron
con la clasificacion de las cepas basadas en el andlisis de isoenzimas, siendo consistentes
con el concepto de que representan dos especies diferentes.

Algunos grupos han descrito la interconversion de cepas NP a P bajo ciertas
condiciones de cultivo de los trofozoitos (66, 67).

Finalmente el largo debate sobre si la diferencia se atribuye al hospedero o al
parasito fué efectivamente aclarado en el Seminario de Amibiasis en 1992 y fué
formalizado un afio después por la distincion del parasito en dos especies diferentes, E.
histolytica patdgena sensu stricto y E. dispar comensal (29), basado en las divergencias
bioquimicas, inmunologicas y genéticas analizadas que apoyan el concepto de dos
especies de Brumpt (12).

Recientemente Moody y col. en 1995 (33) observaron una correlacion directa
entre la abundancia de los lipofosfoglicanos del glicocalix en diferentes cepas de amibas
y su virulencia, al encontrar que una razén para la disminucion en la virulencia es la
pérdida de moléculas de LPG de superficie y que los procedimientos de restauracion de
virulencia causan la reaparicion de los LPG de superficie. Actualmente se estan
realizando esfuerzos dirigidos a conocer la estructura de los LPG asi como a identificar la

via biosintética de los mismos.



EPIDEMIOLOGIA

Las infecciones con parasitos, tales como protozoarios, helmintos y ectoparasitos
actualmente cuentan con la mayor morbilidad y mortalidad que cualquier otra clase de
organismos infecciosos particularmente en los paises en desarrollo, Se estima que
aproximadamente el 30% de la poblacion del mundo sufre de infestaciones parasitarias,
como es el caso de la malaria que afecta casi 250 millones de personas alrededor del
mundo con aproximadamente 1 o 2 millones de muertes anualmente (68).

La amibiasis ha sido considerada como la tercera causa de morbilidad y
mortalidad entre las enfermedades parasitarias en el mundo después de la malaria y
schistosomiasis (69).

La amibiasis es endémica en India, Egipto, Turquia y México (22); de acuerdo a
los reportes de la Organizaciéon Mundial de la Salud la infecion con E. histolytica esta
presente en aproximadamente 480 millones de individuos en el mundo (excepto China)
(70), el 10 % de los cuales sufre de invasion tisular por el parasito (69, 70). Se estima
que mueren anualmente de 40,000 a 110,000 personas por complicaciones intestinales y
extraintestinales de amibiasis (4). Los sindromes que resultan de la infeccion por £
histolytica son: infeccién asintomatica, infeccion sintomdtica no invasora y la forma
invasora. Se le denomina invasora a la existencia de lesiones patologicas y
manifestaciones clinicas intestinales y extraintestinales que ocurren debido a la presencia
de factores del pardsito y del hospedero que al presentarse en un mismo momento
propician la aparicion de la enfermedad, por lo que la amibiasis invasora es un estado
potencialmente fatal (71). La mayoria de los individuos infectados por este protozoario
(se calcula que llegan al 90%), son asintomaticos (72). El cuadro clinico de la
enfermedad sintomatica intestinal puede incluir desde dolor cdlico abdominal bajo con
diarrea ligera y llegar hasta la forma grave que se acompafia de fiebre alta y sindrome
disentérico ( indicativo de invasion de los tejidos), que estd constituido por diarrea con
sangre y moco, tenesmo rectal e intenso dolor célico abdominal generalizado. Por otro
lado, existen ademds tres formas clinicas de amibiasis intestinal grave: colitis

fulminante, ameboma y apendicitis (73). La forma extraintestinal invasora de la
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amibiasis es el absceso hepatico, que es 10 veces mas frecuente en adultos que en nifios y
de aquéllos , tres o cuatro veces mas frecuente en los varones.

Existen otras formas de amibiasis extraintestinales menos comunes, pero en
ocasiones muy graves y de dificil diagnéstico que son la cerebral, la pulmonar, la
cutanea, y otras mas raras como la uterina (74).

Los nifios constituyen uno de los grupos mds vulnerables a la enfermedad
amibiana, en las comunidades donde esta enfermedad es endémica, son afectados en
proporcién semejante o mayor que la poblacion adulta, observandose que la amibiasis
intestinal es mas frecuente en nifios (75) y la letalidad en la forma diarreico-disentérica
no complicada es menor al 1%, pero se incrementa cuando se complica con perforacion
intestinal y peritonitis (21.3 a 40.2%) (76). Mientras gue el absceso hepatico es mas
frecuente en adultos jovenes, aunque afecta también a los nifios que viven en areas
endémicas de amibiasis (75, 77). A nivel mundial se ha encontrado que €l 10% de la
poblacidn es portadora de E. histolytica (78). Sin embargo la prevalencia tiende a ser
mayor en paises tropicales y areas rurales, con un rango del 2 al 60% (77). En México ha
sido estimado que entre el 10 y el 20% de la poblacién son portadores. Esta prevalencia
se ve aumentada con la edad asi como en las dreas rurales (77, 79), y es diferente
comparada con otras poblaciones (80), éstas diferencias estan seguramente determinadas
por factores relacionados con: el parasito { patogenicidad, virulencia, in6culo), con el
huésped (edad, sexo, embarazo, nutricién, estado inmunolédgico), y con el medio (uso de
aguas negras, habitos higiénicos) (81, 82). En Meéxico la infeccion y enfermedad
amibianas son mas frecuentes en los estratos socioecondmicos bajos, donde la
desnutricién es prevalente.

En una serie de estudios necropsicos realizados en un hospital de adultos en
México en los afios de 1963 a 1973, el 5.1% de 5,000 necropsias correspondié a casos de
abscesc; hepatico amibiano y en otro estudio comprendido en el periodo de 1973 a 1979,
disminuyo al 2.2% de otras 5,000 necropsias (83). La letalidad por absceso hepatico
amibiano en hospitales de la Cd. de México se redujo gradualmente del 2.0% (en 1,333
casos de adultos ) de 1963 a 1970 hasta el 0.2% (de 444 adultos estudiados) de 1975 a
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1977 (84). De acuerdo a éstas cifras se obtuvo un estimado global de 500 millones de
casos de amibiasis en 1984 con cerca de 40 millones de enfermos de amibiasis intestinal
y mas de 40,000 muertes causadas por E. histolytica.

En 1986 el Instituto Mexicano del Seguro Social tratd 369,440 casos nuevos de
amibiasis, asi como 1922 casos de absceso hepatico amibiano, encontrandose en las
zonas rurales de México un porcentaje de mortalidad de aproximadamente 10.3% (85)
mientras que en las series de la bibliografia anglosajona se report6 del 28.6% at 66.6%,
(86).

De acuerdo al estudio epidemiologico realizado por Trevifio Garcia-Manzo y col.
en México (1994), se encontrd que la incidencia de amibiasis es mayor en los estados del
sur del pais que en los estados del norte, donde es cuatro veces menor que la encontrada
por ejemplo en Chiapas o en Oaxaca (87). En las areas rurales de Oaxaca se descubrié
que mas de un infante entre los 2 y 14 afios de edad presentan quistes de E. histolytica en
sus heces (88). Mientras que la incidencia de absceso hepatico amibiano muestra una
distribucion mas irregular con rangos mas bajos en el noreste y sureste del pais (85). Sin
embargo, la mortalidad debida a la amibiasis no es congruente con o mencionado en
relacién a la incidencia de la infeccion ya que en los estados del sur del pais la
mortalidad disminuye con respecto al resto del pais (87).

Estudios clinicos realizados en México han demostrado que una tercera parté de
los abscesos hepaticos durante la edad pediatrica han ocurrido en nifios menores de 2
afios de edad (89). La mortalidad por absceso hepatico amibiano en niflos se redujo
dramaticamente mostrando una disminucién desde 26.9% (en 67 casos de 1963-67) hasta
1.1% (de 89 casos de 1976 a 1985) (90). Esto puede deberse a los oportunos y eficientes
servicios médicos con que se cuenta en algunas areas del pais.

La magnitud de este problema de salud publica es la razén principal del gran
interés que ha surgido en el desarrollo de la inmunoparasitologia como una distinta rama
de la inmunologia. Una caracteristica fundamental de la mayoria de las infecciones
parasitarias es su cronicidad; las razones para que esto ocurra son por una parte la débil

inmunidad innata del hospedero y la habilidad de los pardsitos para evadir o resistir la

19



respuesta inmune especifica. La persistencia de parasitos en hospederos humanos
también conduce a reacciones inmunolégicas que son cronicas y pueden resultar en dafio
patologico del tejido también como en anormalidades en la regulacion inmune. Por lo
tanto algunas de las consecuencias patologicas de infestaciones parasitarias son debido a

la respuesta del hospedero y a la infeccion por si misma (68).

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS (MALT)

Representa una barrera entre el medio externo e interno y es una importante linea
de defensa, en el cual los linfocitos se encuentran agregados en tejidos, algunas de éstas
colecciones se encuentran anatdmicamente bien organizadas y tienen propiedades
unicas. Localizadas debajo de la mucosa del tracto gastrointestinal y respiratorio son
agregados de linfocitos y células accesorias que semejan nodulos linfoides en estructura
y funcién. Estos agregados incluyen: placas de Peyer (PP), la Lamina Propria (LP) del
intestino delgado, (éstos integran el tejido linfoide asociado a intestino GALT) (91), las
amigdalas en la faringe y foliculos linfoides submucosos en el apéndice y en las vias
aéreas superiores (68).

La estructura mucosa puede ser dividida en zonas aferentes y eferentes. Dentro
de la zona aferente estan las areas especializadas del intestino en el cual linfocitos T, B y
macrofagos son referidos como agregados linfoides o PP, amigdalas y apéndice donde
se captan antigenos capaces de iniciar reSpﬁestas inmunitarias (91).

Las PP son un conjunto de nddulos linfoides, localizados en la mucosa del
intestino delgado, cada nddulo presenta un centro germinativo cercano a la Muscularis
mucosae y un casquete o corona en contacto con el epitelio; se distribuyen a lo largo del
intestino desde el duodeno hasta el ileon, tienen localizacién antimesentérica y’ se forman
durante el ultimo tercio de vida embrionaria. El epitelio intestinal que los recubre es de
tipo plano con escasas microvellosidades formado por células planas denominadas “M”
en las cuales al microscopio electronico se observan pequefias vesiculas
intracitoplasmicas que transportan sustancias de la luz intestinal hacia los foliculos

linfoides iniciando una respuesta inmunitaria (91), de manera que el antigeno es
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transportado dentro de los compartimentos linfoides mucosos donde los macréfagos por
pinocitosis procesan y presentan el antigeno sobre su superficie celular. Estos agregados
inducen la respuesta de células T y B disparando su activacion celular y liberacién de
citocinas ( IL-1,TGFp, IL-6, IL-5) dentro de las PP (92). Estas citocinas participan en la
activacion de células B de la mucosa para la produccion de anticuerpos del isotipo IgA
que predomina en las secresiones intestinales (93). Después de la activacion y
diferenciacién las células T y/o B migran de las PP hacia los ganglios mesentéricos (94),
linfa y sangre periférica, las células blastoides luego circulan a través del ducto toracico
regresando a la circulacion y por interacciones de ligandos especificos (95) se unen y
cruzan el epitelio para llegar a la LP de la mucosa intestinal para llevar a cabo su
funcion efectora (96). Se ha postulado que el fendmeno de recirculacion y residencia de
linfocitos a sitios mucosos, es favorecido por la presencia de vénulas con endotelio alto
que presentan receptores para moléculas de superficie de ciertos linfocitos (91).

En la rama eferente de la mucosa existen dos compartimentos: La LP y el
compartimento intraepitelial, capaces de producir inmunoglobulinas, en particular de la
clase IgA y de proporcionar inmunidad mediada por células.

La LP ( area no organizada), capaz de producir una respuesta inflamatoria,
incluy; células NK, linfocitos T y B, macréfagos, eosindfilos, células cebadas, células
endoteliales, fibroblastos tisulares, células de musculo liso y células epiteliales (97). La
LP es el sitio de la mucosa intestinal donde los precursores de linfocitos B migran para
diferenciarse en células plasmaticas productoras de IgA e IgE. En humanos los linfocitos
B constituyen el 37% de la poblacién total de leucocitos en la mucosa intestinal,
mientras que en la sangre periférica existe en un 15%. Los linfocitos T se localizan en la
mucosa intestinal Gnicamente después de un reto antigénico. En humanos el 69% son
linfocitos T CD4" y el 31% CD8", siendo més abundantes ambas poblaciones celulares
en el intestino delgado que en el grueso (91).

La proximidad de éstas células con otras permite interacciones potencialmente

multiples entre tipos celulares. El hecho de que la mayoria de células T dentro de la LP
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estén activadas y sean del fenotipo de memoria, hace este compartimento uno en el cual
hay elevados niveles de citocinas inducibles comparado con otros compartimentos (68).

Los linfocitos intraepiteliales { IELs) residen en el espacio paracelular entre
células epiteliales, la mayoria de los ILEs expresan una integrina ae 7
recientemente descubierta (CD103) cuya expresion es conocida y parece estar regulada
por TGF-PB1. Los IELs se adhieren a células epiteliales a través de adhesion heterotipica
entre CD103 y la cadherina E de las células epiteliales. Se demostr6 que CD103
ademas de funcionar como una molécula de adhesion funciona también como una
molécula capaz de transducir sefiales de activacion a [ELs via substrato de tirosin-cinasa.
El trafico de linfocitos en las mucosas estd regulado por una serie de receptores y
ligandos que estan localizados sobre linfocitos y vénulas con endotelios altos, la
molécula 1 de adhesién celular adhesina de mucosa (Mad CAM-1) es expresada sobre
vénulas con endotelio alto de placas de Peyer y nédulos linfoides mesentéricos, pero no
en nodulos linfoides periféricos y es el contrareceptor para la integrina a4p7
(CD499/B7), la cual es expresada sobre linfocitos que circulan en la superficie mucosa
(98).

La funcidn de las células T yd dentro del epitelio intestinal todavia no se conoce,
sin embargo ha surgido nueva informacion en relacion a esta subpoblacién celular. El
reconocimiento por medio del receptor de células T y6 (TCR y38) parece ser similar al
realizado por anticuerpos, ya que quizas reconoce antigenos de superficie de patogenos
sin requerir el procesamiento del antigeno (98).

Varios grupos han presentado informacion sobre la importancia de la
comunicaciéon entre IELs y células epiteliales en el crecimiento y desarrollo de estas
ultimas. Las células epiteliales intestinales producen interleucina-7 (IL-7) y estimulan la
proliferacion de IELs 9, los cuales expresan receptores para IL-7 ( [L-7R) después de la
estimulacion con IL-7 e IL-2 o con factor de células pluripotenciales. Kiyono y cols.
reportaron el el 8° Congreso Internacional de Inmunologia de las Mucosas (1995) que en

ratones knockout para el IL-7R carecian de [ELs y§ mientras que la poblacién o estaba
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disminuida ligeramente. Este grupo previamente habia propuesto que IELs y8 pueden
regular la respuesta en las mucosas mediada por IgA, esto apoyado por estudios en
ratones knockout y& que mostraron una marcada disminucién en células plasmaticas
productoras de IgA en la mucosa intestinal, asi como también niveles disminuidos de
IgA en suero y un decremento en la respuesta de IgA a la estimulacion antigénica, en
contraste con la respuesta de IgG e IgM las cuales fueron normales en ratones knockout
- v (98).

El compartimento intraepitelial consiste principalmente de células T que se
localizan entre las células epiteliales con muy pocas células B las que constituyén el 5%
y los macrofagos el 3% (91). Los receptores de las células T varian dependiendo de la
especie, por ejemplo en roedores y gallinas mas del 50% son células T 3. Las
poblaciones celulares equivalentes no son tan abundantes en el humano tnicamente el 10
% de las células T intestinales humanas expresan el TCR y8 comparado con menos del
5% de las células T sanguineas (68). |

Los linfocitos T citotéxicos ( CD8" )- predominan en el compartimento
intraepitelial humano con cifras del 57 al 85% . Del 30 al 45% de estas células presentan
granulos citoplasmicos (linfocitos granulosos ), con actividad citotoxica natural. Se han
descrito porcentajes de 17% de células con fenotipo CD4" cuya fuincion no esta bien
determinada (91).

Las células epiteliales delinean la superficie de las mucosas. Las células
epitelialés pueden actuar como células presentadoras de antigeno (APC) no
profesionales, ya que se ha observado que estas células en humanos normales no
expresan las moléculas coestimuladoras B7.1 y B7.2 o molécula 1 de adhesién
intercelular (ICAM-1), pero, sin embargo, pueden tomar polipéptidos solubles y activar
células T CD8*. La glicoproteina (gp)} 180, es un nuevo miembro altamente glicosilado
de la superfamilia de los genes de las Igs, el cual parece ser un ligando clave localizado

sobre la superficie de las células epiteliales intestinales para células T CD8"(98).
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Se sabe que las células epiteliales juegan un papel central en la regulacién de la
respuesta inmune natural y adquirida del hospedero en superficies mucosas. M. Kragnoff
(98) discutié nuevos hallazgos que muestran que células epiteliales del colon humano
regulan la expresion y produccion de un amplio grupo de citocinas proinflamatorias asi
como prostanoides, en respuesta a la invasion bacteriana. Ademas, las células epiteliales
expresan varios receptores de citocinas. Una estrategia adicional utilizada por las células
epiteliales para incrementar la proteccion del hospedero involucra la produccion de
proteinas por células caliciformes intestinales, estas proteinas protegen a las células

epiteliales del dafio externo por agregacion de glicoproteinas de mucina (98).

CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN LA
AMIBIASIS

Los anticuerpos humorales pueden ejercer in vitro efectos deletéreos sobre E.
histolytica que a su vez posee mecanismos de evasién muy efectivos. No se sabe que
funcién pudieran tener estos anticuerpos ir vivo, ya que solo se han hecho experimentos
aislados de inmunizacién humoral pasiva (99, 100) y unicamente las pruebas
epidemiolédgicas algunas veces sugieren que las respuestas de inmunidad local pudieran
brindar proteccidn efectiva contra la enfermedad (101), muchos autores han llegado a la
conclusion de que en la amibiasis la respuesta inmune humoral no confiere proteccion
(102).

La respuesta seroldgica positiva a E. histolytica puede indicar invasién por el
parasito y regularmente los titulos elevados se presentan en las etapas iniciales de la
enfermedad invasora (103). El valor indiscutible de los anticuerpos es su uso en el
serodiagndstico y en la seroepidemiologia.

Aun cuando todavia se desconoce el lapso que transcurre entre la infeccién con £.
histolytica virulenta y la aparicién de anticuerpos locales, en 80% de los pacientes con
disenteria amibiana y en el absceso hepatico amibiano se han encontrado
coproanticuerpos y anticuerpos en saliva (104,105). Se han realizado varios estudios

sobre la respuesta inmune humoral, encontrandose coproanticuerpos de las clases IgG e
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IgA en un 80% de los nifios con amibiasis intestinal (73) detectados mediante
hemaglutinacion indirecta (IHA) e inmunoelectroforesis (106); después de tres semanas
sélo el 55% de los casos permanecieron positivos , pero en ese tiempo el nivel de los
anticuerpos séricos también determinados mediante IHA, habian aumentado de manera
signmificativa. Esta observacion ilustré inicialmente el curso regular de la respuesta
inmunolégica en amibiasis intestinal invasora, que probablemente consiste en una
respuesta secretora local corta y transitoria, como resultado de la penetracion de la
mucosa por las amibas virulentas y de la subsecuente produccién de anticuerpos
circulantes (72, 107). Sin embargo, estudios muy recientes realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que la respuesta secretora en la amibiasis intestinal y en el
absceso hepatico amibiano humano aparece dentro de la primera semana del periodo de
estado de la enfermedad y se mantiene a titulos elevados hasta por 18 meses después de
concluir el tratamiento antiamibiano (105).

Ademas la presencia de anticuerpos de la clase [gA secretora anti-E. histolytica se
demostré en la bilis de ratas inmunizadas intracecalmente (106) en leche humana (108) y
en calostro (109). Los anticuerpos IgA e IgM anti-E. histolytica han sido encontrados en
secreciones de ileon y colon asi como en saliva y heces de pacientes con absceso
hepatico amibiano (110).

En la actualidad no existen pruebas concluyentes de que los anticuerpos
secretores desempeiien una funcion protectora. De hecho, Quezada Calvillo y Loépez
Revilla descubrieron que los trofozoitos de E. histolytica son capaces de degradar a la
IgA secretora (111), lo que ocurre también con IgG (112).

Los niveles absolutos de IgG y en menor proporcion los de IgM, IgA e IgE se
encuentran elevados en la amibiasis intestinal invasora (72, 111, 113). Este incremento
en los niveles globales de las Igs podria deberse a la activacion policlonal de las células
productoras de anticuerpos (114} asi como a la produccién de enormes cantidades de
diferentes familias de anticuerpos especificos contra las amibas. Sin embargo, algunos
reportes indican que las proteinas amibianas no inducen la proliferacion de linfocitos B

humanos en un sistema in vitro (115).
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En relacidon a la serologia de la amibiasis, se ha encontrado que los pacientes con
absceso hepatico amibiano poseen anticuerpos circulantes a titulos elevados, los cuales
pueden permanecer entre unos cuantos meses y varios afios después de la convalescencia
(116), probablemente por la persistencia de antigenos amibianos en el sistema reticulo
endotelial (117). Los métodos mas comunmente empleados en serodiagnéstico y estudios
seroepidemiologicos son: Fijacion de complemento (CF), Contrainmunoelectroforesis
(CIE), Hemaglutinacion Indirecta (IHA) y el Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) (118).
Al parecer los anticuepos de la clase IgG en particular la subclase IgG; (119} es mas
comunmente encontrada, asi como los anticuerpos IgA (120) e IgM (121), se sabe poco
acerca de las respuestas de la IgE en la infeccion amibiana (72). En algunos estudios se
han encontrado niveles normales de IgE (122, 123) mientras que en otros se han

demostrado niveles elevados de esta Ig en amibiasis luminal e invasora (124).

SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA AMIBIASIS

En un estudio seroepidemiolégico de amibiasis en México realizado por
Caballero-Salcedo y col., en el periodo de 1987 a 1991 (125), en el cual se analizaron
muestras séricas de la poblacidén correspondiente a los 32 estados de la Repiiblica
Mexicana, para determinar la presencia de anticuerpos anti-E. histolytica, se encontrd
una seroprevalencia nacional de 8.41% con una distribucion irregular; siendo mas baja en
las regiones del norte (6.64%), noreste {6.26%) v la regién del Golfo de México (7.09%)
y moderada en el noroeste (8.67%) y regién centro occidental (8.52%). La
seroprevalencia mas elevada se observo en las areas sur centrales (9.25%), del pacifico
sur (9.80%) y en la Peninsula de Yucatan (9.48%). Por otro lado, la seroprevalencia en
las areas rurales fué mayor que en las areas urbanas, y se encontré ademas que ésta es
mas elevada en las mujeres (9.34%) que en los hombres (7.09%) con una alta frecuencia
durante la edad escolar. Estos resultados indican que la amibiasis es una enfermedad
endémica en la Republica Mexicana y que no esta directamente relacionada con el clima
o con la edad. A pesar de los progresos logrados en el desarrollo de técnicas para la

identificacién de cepas amibianas patogenas, para la identificacién de anticuerpos
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especificos y para el diagnostico oportuno y preciso de enfermos con colitis o absceso
hepatico amibiano, asi como en el disefio de métodos probabilisticos para el muestreo de
poblaciones, persisten limitaciones en los estudios epidemiolégicos como son: la
frecuencia y distribuciéon de portadores en las encuestas seroepidemioldgicas y en la
frecuencia y distribucién de casos y defunciones. Sin embargo las cifras reportadas nos

permiten tener una vision global de la importancia de esta enfermedad parasitaria.

PAPEL DE LA IgA EN LA MUCOSA INTESTINAL

La IgA constituye la primera linea de defensa en contra de agentes infecciosos en
las mucosas. Esta inmunoglobulina en otros modelos experimentales, parece tener una
importancia crucial en los mecanismos de inmunidad contra infecciones virales y
bacterianas gastrointestinales, en un modelo utilizado por M. Lamm y referido por
Kragnoff en 1996 (98), en el cual emplearon monocapas polarizados de células
epiteliales, para corroborar el paso de complejos inmunes con IgA secretora tomados
desde la superficie basolateral de la célula epitelial y por transcitosis llevados a la
superficie apical. Ademas Burns y col., 1996 (126) en un modelo murino de proteccion
contra rotavirus, probaran que la implantacién en el dorso de células de hibridoma
productoras de IgAs monoclonal las cuales fueron subsecuentemente transportados en el
sistema circulatorio hacia la superficie mucosa, tuvieron la capacidad de inactivar los
virus, después del reto oral durante la transcitosis a través de las células epiteliales del
intestino.
Por otro lado, en el caso de pardsitos como Giardia lamblia la IgA barticipa
activamente en la protecciéon inhibiendo su adeherencia a las células epiteliales del
duodeno (127), ya que aglutina antigenos, siendo ésta una de las principales funciones de
la IgA secretora por poseer sitios receptores para lectinas bacterianas (128). También
coopera con las células mononucleares citotoxicas en la eliminacién de los antigenos

patdgenos del organismo (129). Ademas participa en el fendmeno de citotoxicidad
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celular dependiente de anticuerpo (ADCC) por medio de receptores Fc o sobre varios
tipos celulares como en el caso de eosindfilos (130).

En pacientes con absceso hepético amibiano se han detectado anticuerpos
secretores de clase IgA e IgM (105,110). Otros autores han descrito que también en el
calostro y leche humana existen anticuerpos especificos de la clase IgA contra amiba
(108) . De ahi que en nuestra opinion es posible que como en los anteriores ejemplos, en
el caso de E histolytica la IgA pudiera participar de una manera activa en las etapas
iniciales de la relacién huésped-parasito en el intestino impidiendo la adherencia de los
trofozoitos a la mucosa intestinal en el colon .

Con la utilizaciéon de anticuerpos monoclonales IgA anti-E histolytica (131) ha
sido posible determinar en estudios in vitro en células MDCK y células HT-29 que la
IgA monoclonal antiamibiana, es capaz de inhibir entre el 60 y 80% la adherencia de
trofozoitos a dichas células. Por otro lado, utilizando secciones de mucosa intestinal de
ratones BALB/c y gerbos (Meriones unguiculatum), se observd que trofozoitos
opsonizados con IgA monoclonal se fijaban a la mucosa intestinal con una menor

eficiencia (30%) que los trofozoitos no opsonizados (132).

RESPUESTA INMUNE CELULAR CONTRA E.histolytica

Al parecer la respuesta inmunoldgica contra E. histolytica ocurre solo como
resultado de invasion tisular por el parasito. Al invadir los trofozoitos la mucosa
intestinal sobreviene una respuesta inmunolégica coqvencional en la que probablemente
participen células inflamatorias aisladas en el lugar de la invasion, especialniente las que
se encuentran en el margen de las ulceras amibianas, en donde se presenta de manera
inevitable el primer contacto entre los antigenos amibianos y el sistema inmunologico
(133).

Sin embargo cuando las amibas de las ulceras intestinales penetran en el higado a
" través de la vena porta no logran por lo menos inicialmente inducir una respuesta de

inmunidad celular (134). Los estudios respecto a absceso hepatico amibiano (AHA) en
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hamster han puesto en claro los procesos morfoldgicos implicados en el desarroilo de
AHA experimentalmente desde el hospedaje en los sinusoides hepaticos hasta el
desarrollo de necrosis extensa del higado. La formacion de AHA posterior a la
inoculacién intraportal de amibas virulentas en hdmsters comprende tres etapas: reaccion
inflamatoria aguda, formacion de granuloma y necrosis progresiva (135).

En los 80’s se realizaron trabajos para evaluar la respuesta inmune celular en
amibiasis en los que se describié que la transformacién blastica de los linfocitos
obtenidos de pacientes con AHA, estimulada especificamente por extractos acuosos de £.
histolytica y determinada mediante la incorporacién de timidina tritiada, es mayor que la
observada en los linfocitos de personas sanas (136); la transformacton blastica especifica
al parecer se correlaciona mas con las respuestas de inmunidad humoral que con la
inmunidad mediada por células en pacientes con amibiasis invasora: los anticuerpos se
presentan desde que s¢ establece el diagnostico y persisten durante muchos meses o afios
después de la convalescencia (118).

Los primeros estudios sobre la confrontacion in vitro de trofozoitos de E.
histolytica y leucocitos de origen no humano los llevé a cabo Jarumilinta y Kradolfer
(137) y posteriormente Chévez y Segura (138), quienes descubrieron que las amibas con
frecuencia efectiian una accion citolitica contra los leucocitos, la cual también ejercen a
distancia por medio de sustancias citotoxicas capaces de difundirse en los tejidos. Estos
autores postularon que debido a que el daifio de los leucocitos es posterior al contacto
con E. histolytica virulenta, se caracteriza por lisis rapida y extensa de los granulos
citoplasmicos, parece razonable suponer que el parasito puede realmente romper los
lisosomas de los leucocitos lo que finalmente le causa daiio generalizado y muerte (137).

El problema lo volvié a examinar Guerrant y col. (139) quienes descubrieron
resultados muy similares mediante el uso de células humanas. A diferencia de las amibas
no virulentas, las virulentas produjeron pérdida de la motilidad, degranulacion, muerte y
en ocasiones fagocitosis de PMN en un proceso que aparentemente depende del
funcionamiento intacto de los microfilamentos . Se ha sugerido que el contacto celular es

importante para el efecto citolitico de E. histolytica, y mas aun, que un lisosoma activo
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de superficie constituye el mecanismo por el cual las amibas producen dafio a la
membrana celular de la célula blanco (140). Estos estudios se han realizado con
monocitos y macrofagos humanos en interaccion con amibas virulentas cultivadas en
medios axénicos, encontrandose que las amibas destruyeron a éstas células sin perder su
propia viabilidad.

Recientemente se han realizado estudios para elucidar el efecto de la E. histolytica
sobre el efecto citotoxico de los macréfagos en modelos murinos y de gerbos en modular
la produccion del oxido nitrico (ON), y el factor de necrosis tumoral (TNFa) y en la
expresion del gen de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iONS) y del gen el ARNm del
TNFa en macrofagos estimulados con interferon (IFNy) y lipopolisacaridos (LPS), en los
que se observo que la E histolytica indujo disfuncién de la actividad citotoxica de los
macr6fagos a través de la modulacién de la expresion de la iONS y la produccién de ON
(141), ademas causé la induccion de la expresion del ARNm del TNFa el cual es
rapidamente degradado de manera que la proteina TNFo. no fué secretada (142). Esto
sugiere un nuevo mecanismo donde el parasito puede suprimir la funcién del macréfago
lo cual le permite sobrevivir dentro del hospedero.

Por otro lado existen reportes en los que se ha observado que el macréfago
activado es una célula efectora contra trofozoitos de E. histolytica, ejerciendo un efecto
citotéxico sobre estos ultimos por un mecanismo dependiente de contacto €
independiente de anticuerpo. Lo anterior se dedujo de un estudio en el que macrofagos
derivados de monocitos activados por un agente mitogénico o por una proteina amibiana
soluble, destruyeron al 55% de las amibas en tres horas, presentdndose la maxima muerte
amibiana después de 18 horas de incubacion (143). Estos estudios sugieren que el
macrdfago activado es una célula efectora humana competente contra trofozoitos de £.
histolytica que puede ser eficaz para prevenir amibiasis invasora recurrente (144). Estos
estudios sugieren que el macrofago confiere resistencia natural a la amibiasis.

Uno de los primeros reportes de citotoxicidad contra E.histolytica inducido por

linfocitos de sangre periférica de pacientes recuperados de AHA fué el de Guerrero y col.
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(145); sin embargo, los linfocitos de pacientes con infeccién aguda no tenian efectos
citotoxicos. Posteriormente Cox y col. (146) demostraron que existen linfocitos T
citotoxicos (CTL) en el humano con fenotipo CD8" capaces de destruir amibas virulentas
de E. histolytica HM1:IMSS, después de haber sido estimulados con fitchemaglutinina.
Los CTL lisaron el 92% de los trofozoitos después de 18 h de incubacion. Resultados
obtenidos de otro estudio semejante en pacientes con AHA indican que en este caso
ocurre una activacion especifica de los linfocitos T citotoxicos de los pacientes por
antigenos del parasito (147). Indicando un posible papel de los CTL como una célula
efectora en la respuesta inmune mediada por células en amibiasis invasora. Sin embargo,
es importante sefialar que las células T citotoxicas desarroilan su funcion efectora de
manera restringida por las moléculas de tipo I del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (68), que lisan principaimente células infectadas con
microorganismos intracelulares y puesto que la £.histolytica es un parasito extracelular
existe la posibilidad de que sean otras células las que se encuentren involucradas en éste
efecto citotdxico.

Se conoce que la inmunidad mediada por células juega un papel importante en el
restablecimiento de infecciones amibianas (148). Observaciones en varios modelos han
indicado que la sensibilizacién celular estimula al hospedero a controlar la infeccion
(149). Ademads la citotoxicidad mediada por linfocitos dependiente de anticuerpo es
efectiva en lisar trofozoitos de amiba in vitro (150). La habilidad de los macrofagos v de
los linfocitos T activados para resistir y destruir trofozoitos de E. histolytica se ha
demostrado en experimentos in vitro (147) e in vivo por medio de procedimientos que
deprimen la actividad de éstas células, lo cual hace que el hospedero se vuelva mas
susceptible a las infecciones amibianas, ésto se ha observado incluso en ratones

genéticamente resistentes a infecciones intestinales (144).
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CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO

Actualmente, se conoce que diferentes poblaciones de leucocitos asi como los
linfocitos T citotdxicos, neutrofilos, fagocitos mononucleares y especialmente células
NK son capaces de lisar varios tipos de células blanco. En algunos casos se requiere que
la célula blanco se encuentre recubierta con IgG especifica, proceso litico al cual se le
denomina citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC). Los
eosinofilos median un tipo especial de ADCC dirigido contra parasitos (helmintos), en
este caso la IgE o IgA son las inmunoglobulinas participantes en el fendmeno las cuales
se unen a la superficie de los helmintos, después los eosinofilos se unen a estas Igs a
través de receptores para el Fc de los anticuerpos IgE o IgA (151), activandose de esta
manera para secretar enzimas que destruyen los pardsitos {68) Las células NK tienen la
capacidad de lisar célular malignas o infectadas con virus por dos mecanismos: Uno
involucra la exocitosis de granulos liticos, de la célula NK que incluye la citotoxicidad
mediada por células (CMI) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)
ambos mecanismos son dependientes de la activacién ternpraria de la proteina tirosina
cinasa (PTK) ésta se inicia por la unién del RFcy de las células NK a su ligando, el que
puede estar en forma soluble o asociado a otras células, disparandose asi una serie de
eventos moleculares en cascada que terminan en el incremento de la concentracién de
calcio intracelular y en la liberacion de los granulos a la interfase efector-blanco, estos
granulos contienen perforina la cual produce poros (poliperforina) de 10-20 nm y las
llamadas granzimas (152). Estas enzimas se cree que penetran a la célula blanco a través
de los poros producidas por la perforinas induciendo la activacion de la via ICE/ced-3 de
apoptosis (152,153).

Otro mecanismo de lisis independiente de granulos que ha sido recientemente
descrito por varios autores, en el que se involucra la interaccion de Fas Ligando (FasL)
de células efectoras y el Receptor de Fas sobre la célula blanco, jugando un papel
importante en la apoptosis inducida en célula NK humanas (154, 155). Eischen y col.

1996 (156) reportaron un trabajo en el que describieron que la expresién de FasL sobre
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células NK activadas, es inducida por la union del RFcy a su ligando, influyendo en su
capacidad de mediar apoptosis paracrina y autocrina, lo cual coincide con lo reportado
por otros autores (152,154:157).

Se ha demostrado que la ADCC constituye un mecanismo inmune efector
importante contra células infectadas con virus y células tumorales las cuales pueden ser
destruidas por la acciéon combinada de anticuerpos asociados a la superficie celular
(isotipo IgG) y células NK principalmente. Actualmente s¢ han hecho estudios
encaminados a dilucidar el papel de la ADCC en infecciones virales especialmente en el
caso del virus de la inmunodeficiencia adquirida humana (158,159) asi como en algunos
tumores (160, 161).

Se han identificado receptores sobre células linfoides capaces de unir
inmunoglobulinas a través del fragmento Fc de las IgG e IgM en células de ratén y de
humanos, estos isotipos se unen a células B y células T, en el caso de IgG a *“células K7,
aunque la afinidad de los sitios de unidn de estas inmunoglobulinas (Igs) puede diferir
entre los tipos celulares (162). En algunos estudios se ha observado que la interaccion de
los sitios de unidn celulares con los componentes Fc de las Igs puede resultar en la
estimulacion o supresion de la funcion celular in vitro (153, 163, 164,).

Warren y Col., (165) reportaron en el modelo del ratén la unién de IgA a células
linfoides por medio del fragmento Fc; estas poblaciones linfoides ricas en ¢élulas By T
podrian ademds contener una tercera poblacidén de células, por ejemplo células K o
células “null” en el bazo, las cuales se sabe tienen receptores de alta afinidad para el Fc
de IgG. |

Se ha establecido que una variedad de tipos celulares expresan receptores de
superficie celular para IgA, incluyendo linfocitos, monocitos, macréfagos, neutrofilos y
células mieloides humanas expresan receptores de superficie celular Fc o (166) y se ha
demostrado que median funciones efectoras tales como fagocitosis (167), ADCC y

liberacién de mediadores inflamatorios (168).
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Mientras que los receptores para IgA pueden estar asociados con
inmunoregulacién, se ha visto que su presencia sobre fagocitos puede probablemente
estar relacionada con la mediacién de funciones secundarias tales como la fijacion de
complemento a través de la via alterna (169) ya que se sabe que la IgA es incapaz de fijar
complemento por la via clasica (170).

En el trabajo realizado por Li Shen y Fanger (168) se demostré que la IgA
secretora sinergiza con la IgG en la actividad de ADCC con células polimorfonucleares
(PMN), monocitos y linfocitos de humanos en las mucosas (73). Kaplan y col., (127)
reportaron en el modelo de ratdon mediante la interaccion in vitro entre IgG e IgA
secretora especifica y células fagociticas, el fenomeno de ADCC como mecanismo
efector de resistencia en giardiasis. Ademas se demostrd este mismo fenomeno en
neutrofilos de sangre periférica humana y células de exudado peritoneal de conejo contra
trofozoitos de Giardia lamblia (171, 172). En otro estudio Fanger y col, (173)
reportaron que el nmimero de linfocitos con receptores Fc a  constituian al menos el 30%
de los linfocitos en sangre periférica humana. _

En el modelo del conejo se encontré que en PP habia mas linfocitos expresando el
receptor Fc o (174) lo cual es importante, ya que las PP proveen de células precursoras
formadoras de anticuerpo IgA las cuales eventualmente poblan la LP del intestino (175).
Estas células precursoras entran a los vasos linfaticos que drenan las PP, luego pasan a
través de los nddulos linfaticos mesentéricos, hacia el conducto toraxico y de ahi al
sisterna venoso y al arterial, desde donde viajan hacia la LP intestinal (176).

Existen estudios que indican que el receptor Fc a (RFca) de las células mieloides
humanas es una proteina de aproximadamente 60 KD (177), la cual por deglicosilacidén
puede ser separada en dos proteinas de 32 y 36 KD (177). Los RFc o se parecen a otros
RFcs que contienen varios residuos conservados los cuales son caracteristicos de estas
moléculas y por otro lado, las hacen semejantes en al menos dos dominios contigiios
(178). Estos residuos, incluyendo dos cisteinas en cada dominio forman el enlace

disulfuro que mantiene juntos los pliegues de las Igs (178), conservandose la estrucrura
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de dominios caracteristicas de las moléculas codificadas por genes pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas (179). El analisis de la estructura del receptor
demostré que posee una regién extracelular seguida por 19 residuos de aminoacidos
hidrofobicos (Leu 207 a Val 225) correspondiendo a una regién transmembranal
potencial. La region intracitopldsmica podria estar compuesta por 41 aminoécidos (180).

De acuerdo a los resultados publicados por Lamkhioved y col., (151) parece ser
que la respuesta inmune en las mucosas mediada por IgA, podria estar manifestada a
través de la union de blancos cubiertos por IgA, ya sea por receptores Fca o por un
receptor para componente secretor (Cs). Ademads, la expresién en la superficie de un
receptor para Cs sobre eosindfilos humanbs podria explicar el porqué la IgA secretora
preferentemente activa poblaciones de eosinofilos. Estos datos sugieren que el Cs y la
IgA secretora pueden interactuar con eosindfilos no sélo en las mucosas sino también en
la sangre periférica, al menos en enfermedades hepaticas o intestinales (47).

Grezel y col., (181) describieron la inmunidad protectora inducida en el modelo
de Schistosomiasis en rata, involucrando anticuerpos IgE e IgA lo cual sugiere una
asociacion sinérgica entre estas dos Igs en el fenomeno de citotoxicidad dependiente de
anticuerpo mediada por eosindfilos (181).

El ADCC ha sido investigado como un importante mecanismo de defensa contra
infecciones virales, bacterianas y parasitarias (182). Se ha implicado como una extensién
de la respuesta inmune del hospedero, pero raramente se ha considerado que contribuye a
la mediacion de proteccidn sobre superficies mucosas. De acuerdo a su abundanciay a la
habilidad en la interferencia con la adherencia de patogenos a superficies mucosas, la
IgA secretora se ha propuesto como la mediadora principal de proteccion de superficies
secretoras, asi como en la leche materna (183). Ademds con la identificacién de
receptores IgA sobre linfocitos, monocitos y neutréfilos de ratén y humanos, se ha
especulado que la IgA secretora puede tener la habilidad de promover ADCC, y esto
puede representar un papel adicional para esta Ig en respuesta a una infeccién mucosa

(168). Ademas la IgA secretora especifica ha sido encontrada mediando la ADCC contra
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algunas bacterias cuando se une a linfocitos del tejido linfoide asociado a intestino
murino (184).

Chug y Col., (185) analizaren la interaccion entre trofozoitos de E. histolytica y
c¢lulas mononucleares (MNC) no inmunes las cuales fueron capaces de ejercer un efecto
citotéxico sobre trofozoitos de E.histolytica. La adicién de suero inmune dirigido contra
los trofozoitos en este sistemna incrementé la capacidad de lisis de los MNC de animales
inmunizados con una fraccién del extracto crudo de E histolytica (FI). Los resultados
mostraron que el evento citotoxico fue independiente de la presencia de complemento.
En 1987 Vinayak y col. (186) Realizaron un estudio para investigar la habilidad de
antigenos asociados a membrana de una sublinea axénica de E. histolvtica en la
proteccion de hamsters frente al reto hepdtico experimental con amibas. Los resultados
indicaron que los antigenos de membrana pueden estimular altos niveles de
sensibilizacion celular y mostraron que los macréfagos obtenidos de animales
inmunizados desarrollaron una mayor capacidad para lisar trofozoitos de amiba in
vitro, por medio de citotoxicidad mediada por macrofagos dependiente de anticuerpo en
animales inmunizados.  Este mecanismo de ADCC ha sido reportado contra tumores,

células infectadas por virus y también contra diferentes parasitos (187).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La E. histolytica es un parasito morfolégicamente muy simple, sin embargo, su
capacidad para producir enfermedad parece ser muy variada por lo que los mecanismos
inmunolégicos que participan en la proteccion contra este pardsito, pudieran ser muy
complejos. Es por ello que nos interesé analizar el papel que tiene el fenémeno de
citotoxicidad mediada por anticuerpos IgA en la eliminacion de E. histolytica; ya que
este es uno de los aspectos menos estudiados de la respuesta inmune en la amibiasis.
Cabe mencionar que la ADCC mediada por IgA ha sido ampliamente descrita en
infecciones gastrointestinales, virales, bacterianas (166, 168) y parasitarias (124).

El objetivo central del presente trabajo, fu€ el de analizar el fenémeno de ADCC
mediado por IgA utilizando células linfoides efectoras provenientes del bazo, placas de
Peyer v ganglios mesentéricos de ratones BALB/c inmunizados por via intragastrica, con
trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS comparativamente con células linfoides de
animales no inmunes.

Para ello utilizamos tanto anticuerpos séricos antiamibianos, anticuerpos
antiamibianos presentes en el fluido intestinal de animales inmunizados, asi como
anticuerpos monoclonales de la clase IgA anti-E histolytica , producidos en nuestro

laboratorio.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el fenomeno de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos de la
clase IgA, participa como mecanismo de eliminacidén de E. histolytica en un modelo in

vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES
1) Estudiar la participacion de anticuerpos s€ricos, y secretores antiamibianos en
el fenémeno de ADCC en un modelo murinos. 2) Utilizar un monoclonal de la clase IgA
antiamibiano como herramienta para demostrar el fendmeno de ADCC mediado por IgA

utilizando células linfoides de ratones Balb/c inmunes y no inmunes.
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron ratones BALB/c singénicos de 6 a 8 semanas de edad, alimentados
con tabletas de Purina (Purina de México S.A. ) y agua estéril ad libitum. Los ratones
fueron desparasitados de acuerdo a la técnica descrita por Belosevic, M. y Faubert, G.M.
(188) con una solucidn de Metronidazol (solucién inyectable de Metronidazol 500,
Sector Salud), a una dosis de 5 mg/ratén/dia, durante 6 dias consecutivos por via
intragastrica. Se realizaron coproparasitoscopicos seriados con el objeto de comprobar
que los animales estuvieran libres de parasitos utilizando una modificacion de la técnica
de Faust (189). Se colectaron las deyecciones expulsadas por los animales, las cuales
fueron pesadas y resuspendidas en 8 ml de solucion salina isotonica de NaCl 0.15 M y se
incubaron a temperatura ambiente de 20 a 30 min, despues se disgregaron con un
aplicador de madera para obtener una suspensién uniforme de materia fecal, la cual se
centrifugdé a 650 g durante 3 min a 4°C (Centrifuga Beckman Mod. TS-6).
Posteriormente se decantd el sobrenadante y el paquete de materia fecal obtenido se lavé
una vez en las condiciones antes descritas, realizado esto wltimo se descarté el
sobrenadante.

La muestra empaquetada en el fondo del tubo se resuspendié en 2.5 ml de
solucidn acuosa de ZnSO4 ajustada a una densidad de 1.185 g/ml y se centrifugé a 650 g
durante 3 min. a 4°C el sobrenadante se virtié a un tubo de 16 X 150 y se reconstituyd
con 10 ml de una solucién de formol al 5% v/v en solucidén salina isotdnica.
Posteriormente la suspension se centrifugo a 400 g durante 3 min a 4°C, despues de esto
se elimind el sobrenadante por decantacion y con el diluyente escurrido por las paredes
del tubo se resuspendié el boton empaquetado en el fondo.

El voliimen aproximado de esta suspension fué de 0.3 ml.

Posteriormente se afiadieron 30 pl de lugol parasitologico (diluido 1:5 con agua

destilada) y en esta suspension tefiida se procedid a contar microscépicamente el numero
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de quistes/ml en la camara de Neubauer (Boeco) para después calcular el nimero de
quistes/g de heces.
TROFOZOITOS

Se utilizaron trofozoitos de la cepa HM1:IMSS de Entamoeba histolytica en fase
logaritmica de crecimiento, los cuales se mantuvieron en cultivo axénico en medio TY1-
S-33 (190).
IgA MONOCLONAL ANTI-E.histolytica

Para los ensayos de ADCC se utilizaron los anticuerpos monoclonales con isotipo
IgA (F1P1D4) obtenidos por el_ grupo de la Dra. Cecilia Ximénez, en el Departamento de
Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM (131), los cuales se
purificaron en una columna de Sefarosa -4B acoplada con anticuerpo anti-IgA de raton
(Zymed Laboratories, Inc. Sn. Francisco Ca USA) (191). La columna se lavé con 100ml
de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.15 M, pH 7.2. El anticuerpo
monoclonal previamente dializado contra PBS durante 18 horas en agitacion y a 4°C,
fu¢ incorporado a la columna de Sefarosa -anti-IgA de ratdn, la columna se incubd
durante toda la noche a 4°C. Para eliminar la proteina no unida a la anti-IgA, se lavé la
columna con 100 ml de PBS, 0.15 M, pH 7.2 para lo cual se colectaron fracciones de 2.5
ml, detectando la presencia de proteinas en las fracciones por la densidad optica (D.O.)
a una longitud de onda de 280 nm. Una vez eliminada toda la proteina no pegada
especificamente se procedié a eluir la IgA monoclonal por medio de una solucién
amotiguadora de glicina-HC1, 0.1 M, pH 2.2 (Merck de México S.A.). Nuevamente se
colectaron fracciones de 1 ml para seleccionar aquellas con mayor D.O. Las fracciones se
neutralizaron de inmediato con una solucién de Tris-Base, 0.5 M (Sigma, Chemical Co.,
St. Louis Mo. USA).

Después de corroborar que toda la proteina unida a la anti-IgA habia sido
colectada, se procedié a lavar la columna nuevamente con PBS.

El volimen del eluido se concentré en amicon con una membrana YM 100
{(Amicon Corp. Danvers, MA. USA) y se determind la concentracion de proteina por

medio de espectrofotometria.
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Posteriormente, se realizé un analisis electroforético del anticuerpo monoclonal
purificado con isotipo IgA, en geles de poliacrilamida al 7.5% y al 10% en presencia de
Duodecil Sulfato de Sodio (SDS) en condiciones reductoras y no reductoras, de acuerdo
al método descrito por Laemmly (192), los geles se tifieron con un reactivo para tincion
con plata (Bio Rad Laboratories, Inc. USA)

Se utilizo como patron comparativo la IgA monoclonal producida por el mieloma
murino TPC15 (Sigma,Chemical Co., St. Louis Mo. USA).

INMUNIZACION

Los ratones se inmunizaron por intubacién intragastrica con 5 X 10® trofozoitos
de E. histolytica, fijados de acuerdo al método descrito por Moreno F. y col., (193) los
cultivos de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento, se cosecharon en baiio de hielo
y se lavaron 3 veces con una solucién amortiguadora de Fosfato de Potasio 19 mM pH
7.2, adicionada con 0.27 M de Cloruro de Sodio (Merck de México, S.A. ) (PD) y se
centrifugaron a 200 g durante 10 min a 4°C (centrifuga refrigerada Beckman mod. TJ-
6), se decantaron los sobrenadantes y los botones se colectaron en un tubo cénico para
centrifuga de 50 ml (Costar, Cambridge MA. USA) El boton se resuspendid en una
solucién amortiguadora de Fosfato de Sodio y Potasio 0.15 M (isotdnica) sin Calcio ni
Magnesio (PBS) pH 7.2; este procedimiento de lavado se utilizé cada vez que se
cosecharon los trofozoi'tos para los diferentes ensayos realizados en este trabajo. La
viabilidad se determiné por el método de exclusién con Azul Tripano.

Posteriormente los trofozoitos se fijaron con glutaraldehido (Merck de México,
S.A)) al 2.5 % con PBS. La suspension se almacené a 4°C hasta su utilizacion, para ello,
los trofozoitos se lavaron para eliminar el glutaraldehido vy se resuspendieron en medio
de intubacién, el cual contenia 80% de PBS pH 7.2 y 20% de solucion al 7.5% de
Bicarbonato de Sodio (J.T Baker S.A. de C.V. México) en cada dosis. Cada raton se
inmunizé con 0.5 ml de la suspension durante 3 dias consecutivos. Este esquema de
inmunizacién se repitio a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la primera dosis (131).
OBTENCION DE FLUIDO INTESTINAL Y SUERO DE RATONES BALB/c.
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Con el fin de determinar la presencia de anticuerpos antiamibianos se obtuvo el
fluido intestinal de los ratones inmunizados y de los controles (no inmunes) por medio de
la técnica descrita por Elson O. y col., (194).

Para ello, cada ratdn se colocéd sobre una malla de alambre dentro de un vaso de
precipitado; el cual contenia 3 mil de una solucién compuesta de inhibidor de tripsina de
soya 0.1 mg/ml en EDTA 50 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA).
Posteriormente se les administré a cada uno de los ratones 4 dosis de 0.5 ml de una
solucién de lavado, a intervalos de 15 min por via intragastrica. Dicha solucién se
prepard con: NaCl 25 mM, Na; SO4 40 mM KCL 10 mM, NaHCO; 20 mM (Merck de
México S.A.) y polietilenglicol 3350 (Gibco Laboratories, Inc. Grand Island, NY USA)
48.5 mM. Treinta minutos después de la ultima dosis de la solucion de lavado se les
administrd 0.1 mg de pilocarpina por via intraperitoneal (IP), la descarga del contenido
intestinal ocurrié dentro de los 30 min posteriores a la administracion de la pilocarpina.
Todo el material obtenido se transfirio a tubos de 15 ml (Costar, Cambridge MA. USA)
ajustando el volumen a 6 ml con PBS. A continuacidn las muestras se agitaron en vortex
y se centrifugaron a 650 g durante 10 min a 4°C en una centrifuga refrigerada (Beckman,
modelo. TJ-6). Por cada 5 ml de sobrenadante obtenido se agregaron 50 pl de
Fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA) 160 mM
en ctanol al 95%, el fluido se centrifugé a 27,000 g durante 20 min a 4°C en una
centrifuga refrigerada (Beckman, Mod. J2-21, Rotor JA 20.1) nuevamente, por cada 5 ml
del sobrenadante de la muestra recién centrifugada se agregaron 50 ul de PMSF y 20 pul
de Azida de Sodio al 1% (Sigma Chemical Co. St. Louis MO. USA).

Para la obtenciéon de suero, los animales se sangraron a través del plexo
retroorbitario, la sangre se dejé coagular a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugd a 200 g durante 20 min a 4°C, después de los cuales se tomo el suero y se
almaceno en alicuotas a -20°C hasta el momento de su utilizacién.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-E HISTOLYTICA POR EL METODO
INMUNOENZIMATICO (ELISA)
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La deteccion de anticuerpos anti-E. histolytica se realizo en las muestras de suero
y fluido intestinal obtenidas tanto de ratones inmunizados como de los ratones controles.

La determinacion de dichos anticuerpos se realizé utilizando el método de
ELISA de acuerdo con la técnica descrita por Ortiz.-Ortiz v col., (35).

Para la realizacion de la técnica se emplearon tiras con 8 pozos removibles para
microtitulacién (Costar, Cambridge MA. USA), a los cuales se les acoplaron 1X10°
trofozoitos suspendidos en 50 pl de una solucién amortiguadora de carbonatos 0.05 M
pH 9.6 por cada pozo. Las tiras se secaron al vacio por espacio de aproximadamente 12
h a temperatura ambiente. En el momento de su utilizacién los pozos se hidrataron con
PBS 0.15 M, pH 7.2 adicionado con 0.5% de Albumina Sérica Bovina (BSA) y 0.5% de
Tween 20 (PBS-BSA-Tween) (Sigma Chemical Co. St. Louis MO. USA) asi mismo se
lavaron en dos ocasiones durante 5 min cada una con PBS-Tween, este procedimiento de
lavado se utilizo durante todo el ensayo.

Posteriormente los pozos se bloquearon con BSA 3% (Sigma Chemical Co., St.
Louis MO. USA), incubando toda la noche a 4°C. A continuacion y previo lavado de los
pozos, se adicionaron 50 pl de la muestra (fluido intestinal o suero) y se incubaron
durante 1 h en agitacion suave a temperatura ambiente.,

Los pozos se lavaron y se les afiadieron 50 pl del anticuerpro peroxidado anti-
inmunoglobulina de ratén, anti-IgG, IgM o IgA (Cappel Pa., USA). A continuacién las
tiras se incubaron nuevamente durante 60 min utilizando los anticuerpos conjugados a la
enzima peroxidasa se utilizaron a las diluciones que previamente habian dado lecturas de
D.0. a 490 nm similares a cuando se probaron con concentraciones igﬁales de las
inmunoglobulinas purificadas correspondientes. Por ultimo se aifladieron 50 ul del
sustrato el cual consistio en: 10 ml de una solucion amortiguadora de citratos 0.1 M, pH
4.5, adicionada de 10 mg de O-Fenilendiamina (Sigma Chemical Co, St, Louis MO.
USA) y 4 ul de H,0; al 30% (Merck de México S.A.). La reaccion se dejo transcurrir
hasta la aparicion de color (aproximadamente 15 min). La reaccidn se bloqued afiadiendo

200 ul de Hy SO; 1 M (Merck de México S.A.) por pozo y las tiras se leyeron en un
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lector de ELISA a una longitud de onda de 490 nm (Biokinetics Reader-Biotek-
[nstruments).
OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES DE NODULOS MESENTERICOS

Se obtuvieron células de nodulos mesentéricos de ratones BALB/c inmunes y
normales, para ello, los ratones se anestesiaron con éter y se sacrificaron por dislocacion
cervical, posteriormente se sumergié a cada uno en alcohol y se procedié a disecar la piel
del abdomen, a continuacién se realizé una incisién vertical a lo largo del peritoneo, se
localizé el intestino y los ganglios mesentéricos los cuales se extrajeron, se colocaron en
una caja de Petri estéril con aproximadamente 5 ml de Solucion Salina Balanceada de
Hanks sin Calcio ni Magnesio (HBSS) adicionada con HEPES 25 mM (Sigma Chemical
Co., St., Louis, MO. USA) y con 1% de una solucidn de antibioticos-antimicoticos (Sol
100 X) (Gibco Laboratories Inc. Grand Island NY. USA), el pH se ajusté a 7.2 con
Hidroxido de Sodio 5 N. Los ganglios se mantuvieron en la caja de Petri en bafio de
hielo.

Posteriormente, los nédulos mesentéricos se liberaron de vasos sanguineos, grasa
y serosa peritoneal y se disgregaron con agujas hipodérmicas estériles. Esta suspension
celular se transfirid a un tubo cénico de 50 ml (Costar, Cambridge MA. USA) la cual se
incubd en bafio de hielo por 10 min, después de los cuales el sobrenadante se transfirié a
otro tubo conico y se centrifugo a 200 g por 10 min a 4°C (Centrifuga refrigerada
Beckman, modelo TJ-6). La suspension celular se lavé dos veces y el boton celular se
resuspendié en RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA)
adicionado con 1% de la mezcla de antibidticos-antimicéticos (Sol. 100 X) (Gibco
Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) y HEPES 25 mM (Sigma Chemical Co; St.
Louis MO. USA). El porcentaje de viabilidad celular se determiné por medio del método
de exclusién con Azul Tripano, las células se ajustaron a una concentracion de 5 X 108
células/ml para proceder al ensayo de ADCC.
OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES DE PLACAS DE PEYER

Las placas de Peyer se obtuvieron de ratones BALB/c inmunizados y de ratones

normales. Para su obtencion se procedi6 a disecar el intestino de cada uno de los ratones
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seleccionados, iniciando por la porcion pildrico-duodenal, se identificaron las placas de
Peyer y se fijaron con pinzas de Allis de forma tal que pudieran ser resecadas con tijeras
curvas, tratando de no llegar a la luz intestinal, evitando asi una posible contaminacion
con materia fecal. '

A continuacion las placas de Peyer se depositaron en una caja de Petri estéril con
aproximadamente 5 ml de HBSS adiciornado con 1% de antibi6ticos-antimicéticos (Sol.
100 X) (Gibco Laboratories, Inc. Grand [sland N.Y. USA) y HEPES 25 mM (Sigma
Chemical Co. St. Louis MO. USA), las placas se lavaron en 5 ocasiones
aproximadamente, cambiando la caja de Petri cada vez, ésta contenia medio fresco, todo
lo anterior se realizd en un bafio de hielo. Las células linfoides se obtuvieron
disgregando las placas de Peyer con dos agujas hipodérmicas estériles.

La suspension celular se transfirié a un tubo de plastico cénico de 50 ml (Costar
Cambridge MA. USA) y se incubd en bafio de hielo por 10 min, el sobrenadante se
transfirid a un nuevo tubo para centrifugarlo 2 200 g por 10 min a 4°C (Centrifuga
refrigerada Beckman modelo TJ-6), el lavado se repitio una vez mas y el boton celular se
resuspendio en RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA)
adicionado con 1% de la mezcla de antibidticos-antimicéticos (Sol. 100 X) (Gibco
Laboratories, Inc. Grand Island N.Y. USA) y HEPES 25 mM (Sigma Chemical Co., St.
Louis MO. USA), finalmente las células se ajustaron a 5 X 10° células/ml.
OBTENCION DE CELULAS DE BAZO

Se obtuvieron células de ratones BALBC/c inmunes y normales, se localizd el
bazo, se extrajo y se coloc6 en una caja de Petri estéril con aproximadamente 5 ml de
HBSS adicionado con 1% de solucion de antibidticos-antimicdticos (Sol. 100 X) (Gibco
Laboratories Inc. Grand Island N.Y. USA) y HEPES 25 mM (Sigma Chemical Co., St.
Louis MO. USA). Esta solucion se utilizd para infliltrar el bazo y finalmente se disgrego
con pinzas de diseccion. Esta suspensién celular se transfirié a un tubo cénico de 50 ml
(Costar Cambridge MA. USA) y se incubd en bafio de hielo por 10 min. El sobrenadante
se transfirio a otro tubo coénico y se centrifugd a 200 g por 10 min. a 4°C, la suspension

celular se lavé unicamente dos veces. El botén celular se resuspendié en RPMI-1640
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adicionado con 1% de una solucion de antibioticos-antimicoticos (Sol. 100 X) (Gibco
Laboratories, Inc. Grand [sland N.Y. USA) y HEPES 25 mM (Sigma Chemical Co., St.
Louis MO. USA). Para determinar el porcentaje de viabilidad celular se utilizd el método
de exclusién con Azul Tripano, las células se contaron y ajustaron a 5 X 10° células/ml.
ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO
Para la realizaciéon de los ensayos de citotoxicidad dependiente de anticuerpo
(ADCC) se utilizo la técnica descrita por Tagliabue con algunas modificaciones (195).
Los trofozoitos de E. histolytica se cosecharon en fase logaritmica de crecimiento como
se menciond anteriormente y se ajustaron a 1X10° /ml. De esta suspension se tomaron
100 pl que se colocaron en viales para microtitulacion (Costar, Cambridge MA. USA), a
¢éstos se les adicionaron 100 ul de la suspension de células linfoides provenientes de los
diferentes érganos o compartimentos intestinales, Para determinar las concentraciones de
los anticuerpos antiamibianos policlonales y monoclonales para utilizarse en el ensayo de
ADCC, asi como los anticuerpos no especificos, suero y fluido intestinal no inmunes, que
se usaron como controles, se hizo una cuantificacion comparativa de los niveles de los
tres isotipos estudiados, mediante la titulacion simultinea de los conjugados anti-isotipo
especificos contra concentraciones conocidas de [gG, IgM e IgA de raton purificados por
afinidad (Sigma Chemical Co, St Louis Mo.). Este procedimiento nos permitid utilizar
concentraciones equivalentes de inmunoglobulinas en las diferentes condiciones en el
sistema. De ahi que se hayan ajustado los diferentes anticuerpos a una concentracion
aproximada de 60 pg de inmunoglobulinas por tubo de ensaye tanto para IgG sérica
como para [gA en fluido intestinal cabe mencionar que la seleccién de dicha
concentracion de inmunoglobulinas se basé en una serie de ensayos previos con
diferentes concentraciones para disminuir en lo posible un efecto citotoxico de fondo
sobre los trofozoitos. Para ello se probaron, fluido intestinal inmune y normal, suero
hiperinmune y preinmune, anticuerpo monoclonal del isotipo IgA (obtenido en el
Laboratorio de la Dra. Ximénez) y N.Y. USA) v HEPES 25 mM (Sigma Chemical Co.,

St. Louis MO. USA). Las mezclas (células-trofozoitos) se centrifugaron a 200 g durante
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5 min a 4°C y se incubaron a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de C0> durante 4
horas, después de transcurrido el tiempo el paquete se resuspendié y se determind la
viabilidad de los trofozoitos por medio del método de exclusion con azul tripano.

Los resultados se expresaron como porcentaje de trofozoitos de E. histolytica
HM1:IMSS muertos, para lo cual se utiliz6 la siguiente férmula.

% de citotoxicidad=100-(100) No de trofozoitos viables en los tubos experimentales
No de trofozoitos viables en los tubos control

ANALISIS ESTADISTICO.

Para evaluar la significancia estadistica de los resultados se utilizé un andlisis de
varianza seguido de (ANOVA) la prueba de t de Student cuando las varianzas resultaron

homogeneas, en el caso de varianzas heterogeneas se utilizé la prueba de U de Mann
Whitney (196).
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RESULTADOS

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-E. histolytica.

La deteccion de anticuerpos en fluido intestinal y en suero se realizé mediante la
prueba de ELISA. Los animales inmunizados con 5 dosis de trofozoitos fijados con
glutaraldehido administrados intragéastricamente respondieron con un incremento
moderado de las clases de inmunoglobulinas IgG, e IgM en el suero, sin embargo, en el
fluido intestinal de ratones inmunizados, se observd un incremento basicamente de la
IgA antiamibiana (Tabla 1).

EXPERIMENTOS DE ADCC

Los resultados de los experimentos fueron expresados como porcentaje de
trofozoitos muertos después de un periodo de incubacion con las células linfoides de 4 h.
El fondo de citotoxicidad obtenida de la incubacién de los trofozoitos y los reactivos
probados (anticuerpos monoclonales, suero o fluido intestinal) en ausencia de células
linfoides (c€lulas efectoras) se muestra en la Tabla 2. Estos controles fueron incluidos en
cada uno de los 6 experimentos realizados. Los resultados indican que el numero de
trofozoitos muertos después del periodo de incubacidén fué menor al 10% del niimero
original de trofozoitos viables. Las preparaciones de trofozoitos de E. histolytica
HM1:IMSS utilizados en cada experimento, contaban con una viabilidad mayor al 95%.

En la Tabla 3 se muestra la citotoxicidad natural (CN) de las células linfoides
sobre los trofozoitos, en donde puede observarse que solo cuando los trofozoitos se
incubaron con células de bazo de animales inmunizados la citotoxicidad se increment6
con respecto a la obtenida con la utilizacién de células de animales normales, con una
diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05); en el resto de las condiciones no se

observaron diferencias significativas.

Los resultados de los ensayos de citotoxicidad de células linfoides no inmunes

dependiente de anticuerpo se muestran en la Tabla 4, en este caso las células linfoides de
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bazo mostraron un efecto citotoxico del 27.17% cuando se utilizé suero hiperinmune
antiamiba, sin embargo, este valor no resulté significativamente diferente al valor de
citotoxicidad obtenido en la CN (Tabla 3). En el resto de las condiciones analizadas
tampoco se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
citotoxicidad natural. Por otro lado, las células linfoides obtenidas de las PP de animales
no inmunes mostraron efecto citotoxico sobre el 57.4% (Tabla 4) de los trofozoitos en
presencia de fluido intestinal inmune, siendo esta es la Unica condiciéon donde se
encontré una diferencia (p<0.003) estadisticamente significativa con respecto a la CN.
En general las células linfoides de noédulos mesentéricos mostraron un efecto citotoxico
similar al obtenido en el ensayo de CN bajo todas las condiciones estudiadas, no
encontrandose diferencias significativas en el andlisis estadistico (p>0.05).

Cuando los experimentos de ADCC se realizaron con las células linfoides de
placas de Peyer de animales inmunizados en presencia de fluido intestinal inmune se
obtuvo un efecto citotéxico del 88.57% el cual resultd estadisticamente significativo
cuando se comparo con los valores de CN correspondiente (Tabla 5) (p<0.001). Cuando
la incubacién de éstas mismas células se hizo con el monoclonal antiamiba, se obtuvo un
importante incremento en la citotoxicidad de 60.71% con respecto a la correspondiente
CN; dicha diferencia resulté ser estadisticamente significativa (p< 0.05) (Tabla 5).

El efecto citotdxico de las células de bazo de animales inmunes en presencia de
suero hiperinmune fué estadisticamente significativo con relacién a la citotoxicidad
natural, en el caso de la citotoxicidad de esas misma células en presencia de fluido
intestinal inmune ésta fué comparable a los valores obtenidos con células linfoides no
inmunes (36.27% y 22.14% de trofozoitos muertos, respectivamente) (Tabla 4,5). Dichos
valores corresponden a valores muy cercanos a los obtenidos en los ensayos de
citotoxicidad natural, por lo que el analisis estadistico no mostro diferencias
significativas (p>0.05).

Por otro lado, las células linfoides de nédulos mesentéricos de animales inmunizados

infragastricamente, mostraron un efecto citotéxico del 27.24 % (Tabla 5) sobre ta poblacion de trofozoitos,

cuando se incubaron en presencia de fluido intestinal inmune, el andlisis estadistico de los resultados con
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respecto a los valores de citotoxicidad natural no resulté ser significativo (p>0.05). El resto de las

condiciones tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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" TABLA 1

ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOS DE RATONES BALB/c*

IgG IegM IgA
Preinmune Inmune Preinmune  Inmune Preinmune  Inmune’
Suero 0.336 (£0.05) 1262 (£0.18)>  0325(x001) 0.889(x0.26) 0.358 (£0.12) 0.745 (£ 0.09)

Fluido
intestina]  0.196 (10.10) 0509 (£0.14)  0.123(£006) 0338(x007) 0.142 (£005) 0.810 (+0.04)

* Ratones BALB/c inmunizados con 5X10° trofozoitos de E. histolytica fijados previamente con
glutaraldehido al 2.5%, administrados por via intragistrica, con tres dosis en dias consecutivos, repetidas
cada 15 dias durante tres meses.

® Los valores representan la media de 1a D.O. a 490 nm de 6 experimentos + la desviacion estindard.

¢ Los conjugados anti-Inmunoglobulinas fueron ajustados a la dilucién que previamente habian dado
lecturas de D.O. a 490 nm, similares a cuando se probaron con concentraciones iguales de las
inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM de ratén purificadas por afinidad.



TABLA 2.

EFECTO DEL SUERO Y FLUIDO INTESTINAL SOBRE TROFOZOITOS DE

E. histolytica

ANTICUERPOS IgA®
SUERO" FLUIDO INTESTINAL" MONOCLONALES
Preinmune Inmune Preinmune  Inmune TPC15 F1P1D4
% de
trofozoitos 25(£1.7) 6.12(%£3.2) 95x13) 1015(x19)  873(x23) 10.12 (£1.8)
muertos®

. El suero de ratén decomplementado a 56°C/30 min y fluido intestinal preinmune,
corresponden a los obtenidos de ratones BALB/c antes de ser inmunizados con trofozoitos de F. histolytica
fijados previamente con glutaraldehido al 2.5 %, administrados por via intragastrica. Los sueros y fluidos
intestinales inmunes son de animales inmunizados con tres dosis en dias consecutivos, repetidas cada 15
dias durante tres meses.

® TPCI5 es una IgA monoclonal de mieloma de ratén, FIP1D4 es la IgA monoclonal anti-E. histolytica

* Los valores representan la media de 6 experimentos + la deviacién estdndard, se utilizaron 1X10*
trofozoitos/tubo en cada experimento,

El % de citotoxicidad s¢ calculé mediante la signiente férmula:

% de citotoxicidad = 100 - (100) No. de trofozoitos viables en tubos experimentales
No. de trofozoitos viables en tubos controles



TABLA3

CITOTOXICIDAD DE CELULAS LINFOIDES MURINAS SOBRE TROFOZOITOS
DE E. Histolytica®

CELULAS LINFOIDES
BAZQO PLACAS DE PEYER NODULQS MESENTERICOS
Preinmune Inmune Preinmune Inmune Preinmune Inmune
% de
trofozoitos .
muertos" 17.3(£9.2) 4207(£12.6) 27.8(x63) 33(£7.9) 17 (£ 8.3) 23.03 (£ 6.8)

* Proporcion 1:50 Trofozoito:Célula efectora (1X10*5X10%)

® Los valores representan la media de 6 experimentos, + la desviacién estindard, expresados como % de
trofozoitos muertos. Las células se obtuvieron de los érganos linfoides de ratones BALB/c antes de ser
inmunizados (preinmune), y después de ser inmunizados intragistricamente con trofozoitos fijados con
glutaraldehido al 2.5% con tres dosis en dias consecutivos, repetidas cada 15 dias durante tres meses.

El % de citotoxicidad e calculé mediante la siguiente formula:

% de citotoxicidad = 100 - (100) No. de trofozoitos viables en tubos experimentales
No. de trofozoitos viables en tubos controles

* CN de células de animales inmunizados contra células de animales normales p < 0.05 por U de Mann-
Whitney.



TABLA 4

CITOTOXICIDAD DE CELULAS LINFOIDES DE RATONES BALB/c

NORMALES *
TRATAMIENTO CELULAS LINFOIDES
NODULOS
BAZO PLACAS DE PEYER MESENTERICOS
b 17.39(+9.2)° 278(+6.3) 17(£8.3)
SUERO PREINMUNE 12.34(x8.2) NSD 23 (x7.3)
SUERQ HIPERINMUNE 27.17 (£ 6.89) NSD 29.16 (£ 6.17)
FLUIDO INTESTINAL 21.73 (£ 2.49) 292(£3.5 1B (£ 5.3)
PREINMUNE :
FLUIDO INTESTINAL 22.14 {£5.23) 574(£11.4)° * 2846 (16.45)
INMUNE
FI1P1D4 23.82(£6.9) 21.25(£6.2) 20.3 (£ 8.75)
TPC15 153(£27) 22.8(%6.3) 2333(x93D

* Proporcion 1:50 Trofozofto:Célula efectora (1X10%5X10%),

* Citotoxicidad Natural de las células linfoides (CN).

* Los valores representan la media de 6 experimentos + 1a desviacion estindard, expresados como % de
trofozoitos muertos. Las células se obtuvieron de los 6rganos linfoides de ratones BALB/c no inmunizados.
El % de citotoxicidad se calculé mediante Ia siguiente formula:

% de citotoxicidad = 100 - (100) No. de trofozoitos viables en tubos experimentales.
No. de trofozoitos viables en tubos controles

NSD No s¢ determiné,
*ADCC contra CN p< 0.003 por U de Mann-Whitney



TABLA 5

CITOTOXICIDAD DE CELULAS LINFOIDES DE RATONES BALB/c
INMUNIZADOS CON TROFOZOITOS DE E. histolytica *

TRATAMIENTO CELULAS LINFOIDES
NODULOS
BAZO PLACAS DE PEYER MESENTERICOS
b
- 42,07 (£ 12.6)° 33(x 7.9) 23.03 (£6.8)
SUERO PREINMUNE 40.48 (7.7 NSD 27.56 (£ 5.4)
SUERO 64.27(£827) NSD 28.10 (£ 6.3)
HIPERINMUNE '
FLUIDO INTESTINAL 35.28(18.9) 49.5(x10.3) 2824 (x6.1)
PREINMUNE
FLUIDO INTESTINAL 36.27£ (9.7) 88.57(x 10" 27.24 (£ 7.2)
INMUNE
F1P1D4 38.78 (£ 9.25) 60.71 (£9.9) =" 254 (£8.9)
TPC15 31.57 (£9.42) 3538 (2 74) 23.38(+7.2)

* Proporcion 1:50 Trofozoito:Célula efectora (1X10%5X10%),
® Citotoxicidad Natural de las células linfoides (CN).
¢ Los valores representan la media de 6 experimentos + la desviacion estindard, expresados como % de
trofozoitos muertos. Las células se obtuvieron de los 6rganos linfoides de ratones BALB/¢ inmunizados
intragédstricamente con trofozoitos fijados con glutaraldehido at 2.5% con tres dosis en dias consecutivos,
repetidas cada 15 dias durante tres meses. El % de citotoxicidad se calculé mediante la siguiente formula:
% de citotoxicidad = 100 - (100) No. de trofozoitos viables en tubos experimentales

No. de trofozoitos viables en tubos controles
NSD No se determind.
* ADCC contra CN p = 0.05 por U de Mann-Whitney.
** ADCC contra CN p < 0.001 por U de Mann-Whitney.
*** ADCC contra CN p < 0.05 por U de Mann - Whitney.



DISCUSION

Se han hecho importantes esfuerzos encaminados al estudio de la relacién
huésped-parasito en la amibiasis, en particular relacionados con el papel que juega el
sistema inmune en el control y eliminacion del pardsito. Se ha visto que varias
poblaciones celulares tienen efecto citotoxico sobre E histolytica el cual parece
incrementarse en presencia de anticuerpos anti-amibianos (197-200).

El esquema de inmunizacién utilizado en el presente trabajo usando la via
intragastrica y trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS fijados con glutaraldehido, nos
permitié obtener un incremento moderado de las inmunogiobulinas de las clases IgG e
IgM en el suero y en el caso del fluido intestinal la [gA se encontré incrementada con
respecto a las otras inmunoglobulinas probadas, lo que coincide con los datos reportados
por Moreno-Fierros y col. en 1995 (199). Dichos autores usaron varios esquemas de
inmunizacion en ratones, (rectal, .intragéstrica, e intraperitoneal), con el propdsito de
inducir la produccién de células formadoras de anticuerpos antiamibianos en PP y bazo,
encontrando una mayor produccién de células formadoras de IgA, IgG, e IgM en PP
cuando los animales recibieron cuatro dosis de trofozoitos fijados con glutaraldehido por
la via intragastrica. Cuando los.animales se inocularon por las vias rectal e intraperitoneal
se encontré mayor nimero de células productoras de [gM en células de bazo.

Estos autores mencionan que la estimulacion sistémica resulta muy eficiente a
nivel de bazo, mientras que la estimulacion de células linfoides asociadas a la mucosa
intestinal, indujo una mayor respuesta en términos de células formadoras de anticuerpos
antiamibianos en PP.

Nuestros resultados muestran que las células linfoides de bazo de animales
inmunizados producen un aumento en su efecto citotoxico natural, lo cual puede deberse
al estado de activacion en el que se encuentran las células de animales inmunizados. En
este sentido se ha reportado previamente por varios autores (70,185,198,) que la
estimulacidon antigénica especifica de células efectoras im vivo, incrementa

significativamente la citotoxicidad in vitro contra los trofozoitos de E. histolytica. Lo
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anterior se ha demostrado con diferentes tipos celulares: linfocitos (150,197), macréfagos
(201), y neutrdfilos (139) en varios modelos: murino, humano, hamster y cobayo. Por
otro lado, estudios previos en modelos murinos han demostrado que tanto la IgG como
la IgA con especificidad antibacteriana pueden armar linfocitos y expresar la ADCC
(184,200). Interesantemente la actividad antibacteriana natural en ratones en algunos
casos podria ser atribuible a una forma espontanea de ADCC-dependiente de IgA (202).
En 1985 Tagliabue y col. (203) realizaron un trabajo en el que analizaron la actividad
antibacteriana natural de linfocitos TCD4" de humanos sanos contra Salmonella
tiphymurium, y observaron que la actividad antibacteriana natural era bloqueada con el
tratamiento de linfocitos periféricos con fragmentos F(ab’), de cabra anti-IgA sérica
humana, estas observaciones apoyan la hipétesis de que la actividad antibacteriana
natural podria ser una forma de ADCC dependiente de IgA, ya que las células linfoides
podrian estar recubiertas con anticuerpos IgA preexistentes especificos.

La citotoxicidad natural de las células de bazo de animales inmunizados aumento
en presencia de suero hiperinmune anti-amiba; estos resultados coinciden con los
obtenidos y reportados por Saxena y col. (1986) (197), quienes observaron que las
células de bazo eran capaces de ejercer un efecto citotdxico sobre trofozoitos de E.
histolytica in vitro, demostrando que la sensibilizacién especifica in vivo podia aumentar
el potencial citotoxico de las células de bazo, especialmente cuando participan los
anticuerpos anti-amiba de la clase IgG. En ese sentido, nuestros resultados también
sugieren que el efecto citotdxico de las células linfoides obtenidas de bazo, sobre
trofozoitos de E. histolytica en presencia de suero, pudiera estar mediado por anticuerpos
anti-amiba de la clase IgG. Esto ha sido documentado en otros modelos experimentales,
Kanwar y col. (1986) (200), reportaron en el modelo de infeccion de ratones con Giardia
lamblia, que las células linfoides de bazo requieren de anticuerpos para llevar a cabo un
efecto citotdxico. Por otro lado, otros autores mencionan que los anticuerpos con isotipo
I1gG son predominantes en la mediacién de la ADCC a nivel sistémico (171,204,203). Al
parecer el fenémeno de citotoxicidad encontrado en el presente trabajo es un fenémeno

independiente de la activacion del complemento, ya que en todos nuestros experimentos
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se utilizd suero hiperinmune anti-amiba inactivado por calor, esto, también ha sido
ampliamente demostrado en otros modelos experimentales (185,205).

En cambio cuando las células linfoides de bazo tanto de animales inmunizados
como no inmunizados, se pusieron en contacto con trofozoitos de E. histolytica en
presencia de fluido intestinal, no produjeron un efecto citotéxico significativo,
probablemente debido a que en el fluido intestinal la IgAs predominan sobre el resto de
los otros isotiﬁos de anticuerpos, y esta Ig no es capaz de inducir un incremento en la
funcion citotoxica natural de las células linfoides de bazo, al contrario de lo que sucede
en el caso de la IgG.

Este fenomeno ha sido estudiado ampliamente por Tagliabue y col. (1984) (195)
en un modelo experimental de ADCC con bacterias enteropatogenas en ratones, donde se
observo que la [gAs no es capaz de inducir actividad citotdxica contra Shigeila X- 16 aun
utilizando concentraciones equiparables de IgA y de IgG, esta ltima si participa
mediando la ADCC con células linfoides de bazo murino.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que la sensibilizacién in vivo y la
presencia de anticuerpos antiamibianos (suero hiperinmune) pueden incrementar
considerablemente la capacidad citotoxica de las células linfoides de bazo, lo cual
coincide con observaciones hechas por otros investigadores. Vinayak y col. (1987) (186),
Saxena y col. (1986) (197) intentaron definir la poblacion celular y la naturaleza de los
anticuerpos participantes en el evento citotoxico, a través de ensayos de remocién de
poblaciones de células adherentes (monocitos/macréfagos)y linfocitos B, sin embargo,
las células eluidas en las columnas de lana de nylon conservaron la capacidad citotéxica
(células T ,células NK y K).

Las células citotoxicas del linaje linfocitico son tres: las células K (Killer) quienes
requieren anticuerpos especificos contra la célula blanco, pero no necesariamente previa
sensibilizacion para ejercer su potencial citotoxico.

Las células T citotoxicas (CTL) las cuales por el contrario requieren de previa
sensibilizacién pero no de anticuerpos especificos, y en este caso el fendmeno de

citotoxicidad es un fenémeno restringido por moléculas de clase I de complejo principal
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de histocompatibilidad (MHC) (68); el tercer tipo de células linfoides que pueden ejercer
actividad citotoxica son las células NK o asesinas naturales las cuales pueden actuar en
presencia o no de anticuerpos especificos y no requieren de sensibilizacion previa, sin
embargo deben expresar receptores Fc para el blanco.

En nuestros experimentos la citotoxicidad observada en los ensayos de células
linfoides no inmunes en ausencia de una fuente de anticuerpos (suero o fluido intestinal)
representaria la actividad de células NK (Tablas 3, 4), y cuando estas mismas células se

“incubaron con el blanco (trofozoitos) en presencia de anticuerpos especificos (Tabla 4)
tendriamos la actividad citotéxica de células K y NK, la cual en nuestros ensayos no
resultd significativa con respecto a la citotoxicidad natural (p>0.05) tanto en células de
bazo como en las células de nodulos mesentéricos en presencia de anticuerpos séricos
antiamiba. En las PP se observo un incremento mayor en la citotoxicidad cuando los
experimentos se hicieron en presencia de fluido intestinal inmune (p<0.003) (Tabla 4).
De igual manera, las células linfoides provenientes de animales inmunes (Tabla 5)
pudieran representar la actividad citotéxica de células NK y células K cuando los
ensayos se realizaron en presencia de suero o fluido intestinal antiamibiano, sin embargo,
es poco probable que los linfocitos T CD8" (Tc) pudieran tener un efecto citotéxico para
trofozoitos de E. histolytica, especialmente en las poblaciones de células linfoides del
bazo en donde la mayoria de los linfocitos T (en este caso citotdxicos) poseen receptores
para antigeno de tipo off los cuales funcionan de manera restringida por moléculas de
tipo [ del MHC. Aunque en algunos compartimentos del MALT intestinal se ha reportado
un alto porcentaje de linfocitos T con receptor para antigeno yd los cuales podrian
participar en un fendomeno citotdxico directo, ya que no estan restringidos por moléculas
del MHC; es poco probable que este fendmeno se presente en nuestro sistema, ya que
éstos linfocitos estdan aumentados en el compartimento intraepitelial y en ganglios
mesentéricos pero no en placas de Peyer (68), y existen datos que apoyan su

participacidn en respuestas inmunes no restringidas por moléculas det MHC (68).



En el caso de la citotoxicidad obtenida en los experimentos realizados con células
linfoides de PP (Tablas 4, 5), ya que se sabe que el mecanismo de ADCC en el intestino
estd basicamente mediado por IgAs se decidié omitir la realizacidn de la ADCC con
suero hiperinmune, sin embargo, encontramos que el fendmeno de citotoxicidad celular
mediado por el fluido intestinal de animales inmunes es bastante claro, encontrando en el
caso de células de PP de amimales normales una diferencia significativa con respecto a la
CN (p<0.003) (Tabla 4), ademas dicha citotoxicidad aumentd significativamente
(88.57%) cuando se usaron células de PP obtenidas de animales inmunes (p<0.001)
(Tabla 5).

Nuestros resultados correlacionan con otros estudios previos en donde se ha
documentado claramente que la IgAs juega un papel importante en la mediacion del
fenémeno de ADCC con células linfoides no solo de PP sino de ganglios mesentéricos,
Léamina Propria y espacio intraepite_lial (184,195, 203).

Stafford y col. (1980} (174) encontraron en un modelo de conejo que tanto los
linfocitos de bazo, como de PP y nddulos mesentéricos expresan el receptor RFca sin
embargo las células linfoides asociadas al GALT lo hacen en mayor proporcion. Ademas
Sell y col.. quienes probaron la modulacion de la expresion de este receptor sobre los
linfocitos de bazo y PP utilizando un anticuerpo especifico dirigido contra el fragmento
Fab de la IgG de conejo, el cual es un mitdgeno para los linfocitos de conejo (206), ya
que induce proliferacion de células B e inicia eventos tipicos de estimulacion antigénica.
Dichos autores observaron que este anticuerpo incrementd significativamente la
expresion del RFca sobre los linfocitos de bazo y PP. Por otro lado se probd que es
especifico de IgA por estudios de inhibicién con IgA soluble de la formacion de rosetas
con eritrocitos recubiertos de IgA y por medio del tratamiento con cicloheximida y
actinomicina D lo que significa que se requiere de sintesis de proteinas para su expresion.
Ademas demostraron que los RFca pueden ser reexpresados in vitro después del
tratamieto de linfocitos con pronasa. Por lo anterior se concluye que como en el caso del

RFcp (207,208), RFcy (209,210} y el RFce (211,212), la expresion del RFca puede ser

55



inducida sobre poblaciones celulares de tejidos inmunes importantes en el desarrollo de
inmunidad mediada por IgA y bajo condiciones que probablemente imitan la
estimulacion antigénica lo que sugiere que la modulacién del receptor para Fe de IgA
puede ocurrir en el desarrollo o en la regulacién de la respuesta inmune mediada por
IgA.

Lo anterior refuerza nuestros resultados de ADCC realizados en presencia del
anticuerpo monoclonal especifico FIP1D4, el cual es una IgA dimérica que reconoce
antigenos de superficie de trofozoitos de £ histolytica, éstos datos indican que en
efecto, el monoclonal media por lo menos la muerte del 60 % de los trofozoitos en
nuestros experimentos (Tabla 5), cuando se utilizan células efectoras de PP de animales
inmunes.

Cabe mencionar que a diferencia de lo reportado por otros autores, nuestros
experimentos realizados con células linfoides de ganglios mesentéricos no sugieren la
participacién de un mecanismo de citotoxicidad, que por un lado dependa del estatus
inmunolégico del donador de células efectoras (Tablas 3, 4, 5) y por otro lado, aunque se
observé un aparente aumento porcentual en la citotoxicidad cuando se usaron células
linfoides inmunes y fluido intestinal inmune, la comparacién estadistica de las
diferencias no resultaron ser significativas (p>0.05). Esto estd en contraste con otros
investigadores quienes han encontrado una clara citotoxicidad mediada tanto por IgAs
como por células linfoides inmunes y no inmunes de ganglios mesentéricos en modelos
de infeccion por otros patdgenos gastrointestinales (184,195).

Puesto que la union de los trofozoitos de E. histolytica a la pared intestinal es el
evento que dispara la invasién de este organismo a su huésped, es importante el papel
que desempefian los anticuerpos a nivel local, y una de las funciones que cumplen es
evitar la adhesion de los trofozoitos a las células epiteliales del intestino. De acuerdo a
los resultados previos, en los que se ha demostrado la participacion de la IgAs en eventos
de ADCC, se considera a ésta como otra funcion de la IgAs en la proteccién contra
parasitos y enterobacterias (181,184,195,203). Ademas de las células K y NK se han

descrito diferentes poblaciones celulares, como células mononucleares, macréfagos,
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linfocitos, y granulocitos en ratén y en humanos (171,205,213) las cuales expresan
receptores Fc para la IgA. Grezel en 1993 (181) demostré un efecto sinérgico entre IgE
e IgA en proteccion contra schistosomiasis en el modelo de rata, implicando a los
eosinofilos como células efectoras, por otro tado, en otro estudio realizado por Li Shen
(1981) (168) se demostro que la IgG e IgAs son capaces de actuar sinérgicamente en la
promocién de ADCC por células PMN, monocitos y linfocitos humanos.

También es importante considerar la migracion de granulocitos a los sitios de
infeccion (171,205,203) donde se produce una respuesta inflamatoria, como en el caso de
la amibiasis intestinal invasora en sus fases mas tempranas (214) donde los granulocitos
participan en la ADCC, lo cual ha sido observado en modelos de infeccién por Giardia
lamblia en humanos (171) y de S. mansoni en raton (205).

Los datos anteriores ponen de manifiesto que son varias las poblaciones celulares
que participan en la proteccién contra la invasion de agentes patogenos en el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), y varios isotipos de Igs los que intervienen en ese
evento de ADCC, sin embargo, parece ser muy clara la importancia que puede tener este
fenomeno de ADCC mediado por IgAs, una vez que el fendmeno de inhibicion de la
adherencia de los trofozoitos a la mucosa intestinal ha fracasado. Lo anterior nos da una
vision de la importancia de la respuesta inmune celular y humoral en el control y

eliminacién de patdgenos a nivel local.
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