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RESUMEN 

Se evalu61a capacidad mitogenica de los antfgenos somatico (AS) y de excrecionesisecreciones (ES) de Fasciola hepatica 
adulta en linfoeitos norm ales de rat6n BALB/e. Se ensayaron concentraciones de 10,50, 100,250 Y 500 ~giml de cada uno 
de los antfgenos, as! como 2 ~g/ml de Concanavalina A (Con A) y 200Mg/ml de Lipopolisaearido (LPS) en linfocitos. Estos, 
fueron mantenidos en eultivo por 72 horas y la proliferaci6n se midi6 delerminando las cuentas por minuto, despues de 
pulsar las celulas con timidina tritiada, en un contador de centelleo. Con el ES se observe efeclo mitogenico a 
concentraciones de 1 00,50 Y 10 Mg/ml ya que presenlaron indices de estimulacion (I.E.) de 2.9,3.2 Y 3.7 respeclivamente; 
y con el AS solo a la concentradon de 10flg/ml (I.E. = 2.4). La Con A y el LPS moslraron I.E. de 108.8 y 13.6 
respectivamente. Los resultados sugieren que el antigeno ES de F. hepatica adulta pudiera funcionar como activador 
policional de linfocitos, conlribuyendo a que el parasito evada la respuesta inmune del huesped. 
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Fasciola hepatica es un paras ito que como parasitos para evadir la respuesta inmune. 
otros emplea diversos mecanismos para En este sentido, se ha demostrado que 
evadir la respuesta inmune del huesped, ovinos parasitados en forma natural p~r F. 
lIegando en ocasiones a parasitar al huesped hepatica, presentan complejos inmunes 
durante varios alios sin que exista un circulantes, loscuales han sido involucrados 
mecanisme inmunitario capaz de eliminar al en la inmunosupresi6n del huesped (2). 
trematodo, como es el caso de los ovinos. Similarmente, ratones NIH, inoculados por 
En fasciolasis se han descrito varios vfa intraperitoneal durante siete dfas 
mecanismo de inmunoevasi6n, entre los seguidos con antfgeno de excreciones/ 
que destacan la inmunosupresi6n, deplecion secreciones de F. hepaticaadulta, presentan 
de los niveles normales de complemento, una respuesta inmune deprimida 
recambio de antlgenos de superficie y determinada por medio de la cuantificaci6n 
antigenicidad compartida con el huesped de celulas formadoras de placa (prueba de 
(1 ). Cunningham) a un antfgeno timo
Por otro lado, para desarrollar metodos dependiente (eritrocitos de' carnero), en 
inmunol6gicos de control, es menester comparaci6n con la de animales inoculados 
comprender los mecanismos que utilizan los de manera semejante,con soluci6n salina 

fisiol6gica (3). En un trabajo similar, pero en 
a Recibido para su publicacion el 31 de octubre de 1994. ratones CD1 inoculados por vIa 
b Proyecto Fasciolasis. Departamento de Inmunologia, intraperitoneal con glicocalix de F. hepatica 
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tratados con solucion salina (4). En este fueron Incubados a 37 C durante 72 horas 
orden, tambien se observ~ una respuesta en una estuta con 5% de C02 y ambients 
inmune prlmaria disminulda a eritrocitos de humidificado; al termlno de las cuales, los 
polio en ovinos infectados Iinfocitos fueron pulsados con [He] timid Ina 
experimentalmente con F. hepatica a (Amersham International, 1 !-LCI/pOlO) de 
diferencia de la respuesta observada en acuerdo al metodo descrlto (9) yse determln6 
ani males no infectados (5). Otro mecanisme la Incorporacl6n de esta (cuentas por mlnuto: 
de Inmunoevasion de los parasitos es la c.p.m.) en un contador de centelleo (Mark 
actlvaci6n policional de linfocltos, que se ha III). 
descrito en algunas enfermedades Los resultados obtenidos indicaron que el 
parasitarias, como paludismo y antfgeno ES fue mitogenlco a 
tripanosomiasis (6) el cual no se conoce concentraclones de 10, 50 Y100 Jlg/ml, pues 
bien en las intecciones por F. hepatica. Indujeron un indice de estimulaci6n (I. E.) de 
E I objetivo del presente t rabajo fue dete rmi nar 3.7,3.2 Y2.9 respectivamente; mientras que 
sl los antfgenos somatico (AS) y de con el AS solo hubo Iinfoproliteraci6n a una 
excreciones/secreciones (ES) de F. hepatica concentracion de 10 Jlg/ml (I.E. de 2.4) 
adulta tienen etecto mitogenlco inespecifico (Cuadro 1). A este respecto, se considera 
en lintocltos normales de rat6n. que existe estimulacl6n de los !intocitos 
Se establecieron cultivos de linfocitos de cuando ell. E. es igual 0 mayor a 1.5 (9). Los 
bazo de rat6n normal BALB/c, previa mente linfocltos tratados con 2 1l9/ml de Con A 
estandarizados (datos no mostrados) , en (mlt6geno de Iinfocitos T) (10) Y con 200 Jl91 
placas de cultivos celulares de 96 pozos ml de LPS (mit6geno de lintocltos B) (10) 
(Nunc, Dinamarc), utllizando medio de cultivo presentan indices de estimulaci6n de 108.8 
RPMI 1640, suplementado con HEPES, Y de 13.6, respectivamente. Los resultados 
contenlendo aminoacidos no esenciales, obtenidos en la presente Investigaci6n 
piruvato, glutamlna y antibi6ticos (penicilina, sugieren que los antrgenos de F. hepatica, 
100 UI/ml y estreptomlcina 1 00 JlQ/ml) y 10% baslcamente los ES, ademas del efecto 
de suero fetal bovlno. Se sembraron 1 x 10' citot6xlco para lintocltos y la inhibicion de 
celulas/pozo. Se utilizaron como testigos celulas adherentes a fasciolas juveniles en 
linfocltos sin tratar y celulas tratadas con presencia de suero inmune (11), tienen 
Concanavalina A (ConA) (Sigma, Missouri, tambien un etecto similar a un activador 
USA) lipopolisacarido (LPS) (Sigma, policlonal de linfocitos como 10 es el LPS (6), 
Missouri, USA) a concentraciones de 2 Ilg Y 10 que explicarfa en parte el porque los 
200 Jlg/ml, respectivamente. Tambien se ovinos infectados con F. hepatica, a pesar 
ensayaron dosis de 10, 50, 100,250 Y 500 de montar una respuesta Inmune especifica 
Jlg/ml de los anHgenos AS y ES de F. (por ejemplo, produciendo anticuerpos anti 
hepatica, obtenidos de acuerdo a los Fasciola que no son protectores) estos son 
metodos descrltos, utilizando antibiotlcos susceptibles a infecciones repetidas (12). 
(penicilina 100 UI/ml y estreptomicina, 100 En este sentido, la activaci6n policlonal de 
Jlg/ml (7). La cantidad de proteina se linfocitos del huesped se ha demostrado en 
determln6 utilizando el metodo de Bradford intecciones por protozoarios y helmintos (13) 
(8). En ensayos previos de Iinfoproliferacl6n y tam bien se ha senalado que en muchas de 
(datos no mostrados) se observ~ que ambos estas (principal mente las causadas p~r 
antrgenos, a concentraciones mayores a protozoarios) ocurre tanto una activaci6n 
500 Jlg/ml, fueron toxic os para los policlonal como una inmunodepresi6n (14). 
Iintocltos.Se efectuaron cuatro replicas de Los resultados obtenidos en el presente 
cada uno de los tratamientos. Los cultivos estudio y la informaci6n anterior, 
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CUADRO 1 

EFECTO DE LOS ANTIGENOS SOMATICO {AS} Y DE EXCRECIONES/SECRECIONES 

(ES) DE Fasciola hepatica ADUL TA SOBRE LA PROLIFERACION DE LlNFOCITOS DE 


BAZO DE RATON BALB/c *. 


ouentas por minuto (c. p.m. )" 

TRATAMIENTO n Promedio ±Error Estandar INDICE DE ESTIMULACION (I.E)'" 

Sin tratamlento 4 1442.5 ± 88 

LPS 299 j.lg/ml 4 19567.7 ± 19566 113.6 

Con A 2j.1g/ml 4 157011.5 ± 10574 108.8 

ES 500 j.lg/ml 4 941 ± 75.7 0.65 

ES250 j.lg/ml 4 2059.7 ± 149.6 1.43 

ES 100 j.lg/ml 4 4142.5 ± 987.5 2.87 

ES 50 j.ls/ml 4 4574.2 ± 563.2 3.17 

ES 10 j.lg/ml 4 5407 ± 1359 3.75 

AS 500 j.lg/ml 4 385.5 ± 108 0.26 

AS 250 j.lg/ml 4 1337.5 ± 271 0.92 

AS 100 j.lg/ml 4 1371 ± 30.3 0.95 

AS 50 j.lg/ml 4 1414.2 ± 55 0.98 

AS 10 j.lg/ml 4 3450 ± 429.5 2.39 

• 1 x 106 celulas/pozo 
.. Se determino la incorporacion de timidina tritiada a las 72 horas de iniciados los 

cultivos . 
•*. c.p.m. experimental 

c.p.m. control 

complementan las observaciones en las que 
se demostr6 la presencia de complejos 
inmunes circulantes (2) y una 
inmunodepresi6n a antfgenos 
timodependientes en borregos infectados 
con F. hepatica (5) y en ratones inoculados 
con antfgenos de este trematodo (3). Se 
sugiere lIevar a cabo estudios mas detallados 
para determinar el 0 los factores de los 
antrgenos de F. hepatica responsables del 
efecto mitogenico informado en este estudio 
ya que, hasta la fecha, no existe informaci6n 
al respecto. 
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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 hepatica was 
evaluated in normal BALB/c spleen lymphocytes. 
Concentrations of 1 0, 50, 100,250 and 500 Ilg/ml from each 
antigen and 2 Ilg/ml of Concanavalin (Con A) and 200 fIg! 
ml of lipopolysaccharide (LPS) were tested in BALBic 
spleen lymphocytes. Mouse lymphocytes were cultured for 
72 hours and the proliferation was measured in ascintillation 
counter by determining radioactivity in labeled DNA, after 
pulsing the cells with [SH] thymidine. The ES showed 
mitogenic effect at concentrations of 100, 50 and 10 f1g/ml 
having stimulation indexes (S. I.) of 2.9, 3.2 and 3.7 
respectively: whereas S antigen showed stimulation only at 
aconcentrationof 10 Ilgiml (S.1. of 2.4). The Con Aand LPS 
controls responses were 108.8 and 13.6 S. I. respectively. 
These results suggest that the ES antigen from adult F. 
hepatica may act as a polyclonal activator of lymphocytes. 
contributing to the evasion of the host immune response by 
the parasite. 

KEY WORDS: Fasciola hepatica antigens, 
Immunosuppression, Linfoproliferation. 
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