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RESUMEN

Se evalus la capacidad mitogénica de Jos antigenos somatico (AS}y de excreciones/secreciones (ES) de Fasciola hepatica
adulta en linfocitos normales de ratén BALB/c. Se ensayaron concentraciones de 10,50, 100, 250y 500 pg/mi de cada uno
de los antigenos, asi como 2 ug/mide Concanavalina A (Con A) y 200 ug/ml de Lipopolisacaride (LPS) enlinfocitos. Estos,
fueron mantenidos en cultive por 72 horas y la proliferacion se midié determinando las cuentas por minuto, después de
pulsar las células con timidina tritiada, en un contador de centelleo. Con el ES se observs efecto mitogénico a
concentraciones de 100, 50 y 10 ug/mlya que presentaron indices de estimulacion (LE.} de 2.9, 3.2 y 3.7 respectivamente;
y con €l AS sdéle a la concentracién de 10ug/ml (LE. = 2.4). La Con A y el LPS mostraron LE. de 108.8 y 13.6
respectivamente. Los resultados sugieren que el antigeno ES de F. hepatica adulta pudiera funcionar como activador
policlonat de linfocitos, contribuyendo a que el parasitc evada la respuesta inmune del huésped.
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Fasciola hepatica es un parasito que como  parasitos para evadir la respuesta inmune.
otros emplea diversos mecanismas para En este sentido, se ha demostrado que
evadir la respuesta inmune de!l huésped, ovinos parasitados en forma natural por F.
flegandoenocasionesaparasitaralhuésped  hepatica, presentan complejos inmunes
durante varios afios sin que exista un  circulantes, loscuales han sido involucrados
mecanismo inmunitario capaz de eliminaral  en la inmunosupresién del huésped (2},
trematodo, como es el caso de los ovinos.  Similarmente, ratones NIH, inoculados por
En fasciolasis se han descrito varios via iniraperitoneal durante siete dias
mecanismo de inmunoevasioén, entre los seguidos con antigeno de excreciones/
guedestacaniainmunosupresion, deplecion  secrecionesde F. hepaticaadulta, presentan
de los niveles normales de complemento, una respuesta inmune deprimida
recambio de antigenos de superficie y  determinada por medio de la cuantificacién
antigenicidad compartida con el huésped de células formadoras de placa (prueba de
{(1). Cunningham) a un antigeno timo-
Por otro lado, para desarrollar métodos  dependiente (eritrocitos de carnero), en
inmunoldgicos de control, es menester comparaciéncon la de animales inoculados
comprenderlos mecanismosque utilizanios  de manera semejante,con solucidn salina
fisioldgica (3). En un trabajo similar, perc en

a Recibido para su publicacion el 31 de actubre de 1994, Tatones CD1  inoculados por via
b Proy:;t% Egsggviasis._cgegagzmentq,de !?m‘x{réog‘g‘fg intraperitoneal con glicocalix de F. hepatica
arsanongs vermms NiEAs Sk &ies  adulta, se observs una respuesta deprimida
CIVAC 62500, Estado ds Morelos, México. en el titulo de anticuerpos anti-eritrocitos de
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tratados con solucién salina (4). En este
orden, también se observé una respuesta
inmune primaria disminuida a eritrocitos de
polio en ovinos infectados
experimentalmente con F. hepatica a
diferencia de la respuesta observada en
animales no infectados (5). Otro mecanismo
de inmunoevasién de los parasitos es la
activacién policlonal de linfocitos, que se ha
descrito en algunas enfermedades
parasitarias, como paludismo vy
tripanosomiasis (6) el cual no se conoce
bién en las infecciones por F. hepatica.
Elobjetivo del presente trabajo fue determinar
si los antlgenos somatico {AS) y de
excreciones/secreciones (ES) de F. hepatica
adulta tienen efecto mitogénico inespecifico
en linfocitos normales de ratén.

Se establecieron cultives de linfocitos de
bazo de ratén normal BALB/c, previamente
estandarizados {(datos no mostrados), en
placas de cultivos celulares de 96 pozos
{Nung, Dinamarc), utilizando medio de cultivo
RPMI 1640, suplementado con HEPES,
conteniendo aminodcidos no esenciales,
piruvato, glutaminay antibiéticos (penicilina,
100 Ul/mly estreptomicina 100 ug/mi) y 10%
de suero fetal bovino. Se sembraron 1 x 10¢
células/pozo. Se utilizaron como testigos
linfocitos sin tratar y células tratadas con
Concanavalina A (ConA) (Sigma, Missouri,
USA) lipopolisacarido (LPS) {Sigma,
Missouri, USA) a concentraciones de 2 ugy
200 pg/mi, respectivamente. También se
ensayaron dosis de 10, 50, 100, 250 y 500
ug/mi de los antigenos AS y ES de F.
hepatica, obtenidos de acuerdo a los
métodos descritos, utilizando antibidticos
{penicilina 100 U¥/ml y estreptomicina, 100
pg/mi (7). La cantidad de proteina se
determind utilizando el método de Bradford
{8). En ensayos previos de linfoproliferacién
{datos no mostrados) se observo que ambos
antigenos, a concentraciones mayores a
500 pg/ml, fueron téxicos para los
linfocitos.Se efectuaron cuatro réplicas de
cada uno de los tratamientos. Los cultivos
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fueron incubados a 37 C durante 72 horas
en una estufa con 5% de COz2 y ambiente
humidificado; al término de las cuales, los
linfocitos fueron pulsados con [H¢] timidina
(Amersham International, 1 uCl/pozo) de
acuerdo almétodo descrito (8) y se determiné
laincorporacién de ésta (cuentas por minuto:
¢.p.m.) en un contador de centsliec (Mark
1.

Los resuitados obtenidos indicaron que el
antigeno ES fue mitogénico a
concentracionesde 10, 50y 100 pg/mi, pues
indujeron un Indice de estimulacién {l. E.) de
3.7,3.2y2.9respectivamente; mientras que
con el AS solo hubo linfoproliferacién a una
concentracion de 10 ug/ml (LE. de 2.4)
{Cuadro 1). A este respecto, se considera
que existe estimulacidn de los linfocitos
cuandoell. E.esigualomayora1.5(9). Los
linfocitos tratados con 2 ug/ml de Con A
{mitdgeno de linfocitos T) (10) y con 200 pg/
ml de LPS {mitégeno de linfocitos B) {(10)
presentan indices de estimulacion de 108.8
y de 13.6, respectivamente. Los resultados
obtenidos en la presente investigacién
sugieren que los antigenos de F. hepatica,
basicamente los ES, ademas del efecto
citotéxico para linfocitos y la inhibicién de
células adherentes a fasciolas juveniles en
presencia de suero inmune (11), tienen
también un efecto similar a un activador
policlona! de linfocitos comolo es el LPS {8},
o que explicaria en parte el porqué los
ovinos infectados con F. hepatica, a pesar
de montar una respuesta inmune especifica
{por ejemplo, produciendo anticuerpos anti
Fasciola que no son protectores) éstos son
susceptibles a infecciones repetidas (12).
En este sentido, la activacion policlonal de
linfocitos del huésped se ha demostrado en
infecciones porprotozoarios y helmintos (13)
y también se ha sefialado que enmuchas de
éstas (principalmente las causadas por
protozoarios) ocurre tante una activacién
policlonal como una inmunodepresién (14),
Los resultados obtenidos en el presente
estudio y la informacién anterior,
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CUADRO 1
EFECTO DE LOS ANTIGENOS SOMATICG (AS} Y DE EXCRECIONES/SECRECIONES
(ES) DE Fasciola hepatica ADULTA SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE
BAZO DE RATON BALB/c *.

cusntas por minuto {c.p.m. }**

TRATAMIENTO n

Promedio + Error Estandar

INDICE DE ESTIMULACION {LEy**

Sin tratamlento 4 14425 + 88
LPS 289 pg/mi 4 19567.7 + 1956.6
Con A 2 pg/mi 4 157011.5 £ 10574
ES 500 pg/ml 4 941 + 75.7
ES 250 pgiml 4 2059.7 + 149.6
ES 100 pg/ml 4 4142.5 + 9875
ES 50 ug/ml 4 4574.2 + 563.2
ES 10 pg/ml 4 5407 + 1359
AS 500 pg/mi 4 3855 + 108
AS 250 pg/mi 4 1337.5 + 271
AS 100 ug/mi 4 1371 + 303
AS 50 ug/ml 4 1414.2 + 55
AS 10 ug/mi 4 3450 + 4205

1136
108.8
0.65
1.43
2.87
3.17
3.75
0.26
0.92
0.95
0.98
2.39

* 1 x 108 células/pozo

ok

cultivos.
** c.p.m. experimental
c.p.m. control

complementaniasobservacionesenlasque
se demostrd la presencia de complejos
inmunes circulantes (2) y una
inmunodepresion a antigenos
timodependientes en borregos infectados
con F. hepatica (5} y en ratones inoculados
con antigenos de este trematodo (3). Se
sugiere llevara cabo estudios méas detallados
para determinar el o los factores de los
antigenos de F, hepatica responsables del
efecto mitogénico informado en este estudio
vaque, hasta lafecha, no existe informacion
al respecto.
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Se determind la incorporacién de timidina tritiada a las 72 horas de iniciados los

MITOGENIC EFFECT OF SOMATIC AND
EXCRETIONS/SECRETIONS ANTIGENS FROM
Fasciola hepatica ON NORMAL BALB/c MICE
LYMPHOCYTES.

SUMMARY

The mitogenic capacity of somatic (S) and excretions/
secretions (ES) antigens from adult Fasciola hepaticawas
evaluated in normal BALB/c spleen lymphocytes.
Concentrations of 10, 50, 100, 250 and 500 ug/mifrom each
antigen and 2 ug/ml of Concanavalin {Con A} and 200 ug/
mi of lipopolysaccharide {L.PS) were tested in BALB/c
spleen lymphocytes. Mouse lymphocytes were cultured for
72 hours and the proliferation was measured in ascintiliation
counter by delermining radicactivity in labeled DNA, after
pulsing the cells with [*H] thymidine. The ES showed
mitogenic effect at concentrations of 100, 50 and 10 ug/mi
having stimulation indexes (S. 1) of 2.9, 3.2 and 3.7
respectively; whereas S antigen showed stimulation only at
aconcentrationof 10 ug/mi (S.1. 0f 2.4). The Con Aand LPS
controls responses were 108.8 and 13.6 8. I, respectively.
These results suggest that the ES antigen from aduit F.
hepatica may act as a polyclonal activator of lymphocytes.
contributing to the evasion of the hostimmune response by
the parasite.

KEY WORDS: Fasciola hepatica
Immunosuppression, Linfoproliferation.
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