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INTRODUCC ION

Una respuesta inmune especifica se lleva a cabo por medio
de dos mecanismos efectores: 1) intervencién de un produc-
to celular de los tejidos linfoides, que se llama anticuer
po (inmunidad humoral) y 2) intervenci6tn de linfocitos sen
sibilizados especificamente (inmunidad de origen celular).
(1,21,26).

Los anticuerpos reaccionan con la configuracién que dié lu
gar a su produccién (inmunégeno o antigeno), son proteinas
que comparten muchas similitudes antigénicas estructurales
y biolégicas, pero al mismo tiempo presentan importantes
diferencias en cuanto a composicibn primaria de &cidos ami
nados, lo que hace que su funcibén y actividad biolbgicas,

sean sumamente especificas. Constan de L4 cadenas polipepti




dicas unidas por enlaces disulfuro. Dos de estas cadenas
son pequefas, con peso molecular de 22,000 y se 1laman
cadenas ligeras. Las otras 2, con un peso molecular de
55,000, constituyen las cadenas pesadas. Cada molécula de
inmunoglobulina posee 2 cadenas pesadas idénticas y 2 ca-
denas ligeras idénticas también.

En una clase dada de inmunoglobulinas, las cadenas pesa-
das corresponden a un tipo quimico especial; estas cadenas
son responsables de las diferencias antigénicas que se ob-
servan de una clase a otra. También es en estas cadenas
donde residen las diferencias biol6gicas que separan las
distintas clases.

Existen 5 variedades de cadenas pesadas designadas como Xf
o, M,/ y& y corresponden a las inmunoglobulinas 1gG, IgA,
IgM, IgD e IgE.

A las cadenas ligeras pertenecen los tipos 1lamados kappa
y lambda, Cada tipo de cadena ligera puede estar unido a
cualquier variedad de cadena pesada, o en otras palabras,
en cada una de las 5 clases de inmunoglobulinas pueden en-

contrarse ambos tipos de cadenas ligeras. (1,21,26).

Algunas enzimas proteoliticas como la papafna, pueden des
componer la molécula de inmunoglobulina en 3 fracciones:

a) 2 fracciones son idénticas y pueden reaccionar con an-
tfgenos homélogos, pero no presentar aglutinacién o preci

pitacién, éstas son las fracciones Fab, b) el fragmento




. Fc (fraccibn cristalizable) consiste de la porcion C ter-

minal de ambas cadenas.

La inmunoglobulina G humana comprende cerca de un 75% de
las inmunoglobulinas del suero normal. Cuatro distintas
subclases de esta inmunoglobulina son conocidas y su por-
centaje de composicibn es: 66% para lgGy, 23% para lgGp,
7% para 1gG3z vy L% para 1gGy. La homologia estructural de
estas 4 clases de 1gG es muy alta, aproximandose a un 90%.
Esta inmunoglobulina tiene la propiedad de atravesar pla-
centa de la circulacién materna a la fetal; tiene activi-
dad antibacterial, antiviral y antitéxica in vivo, es mo-
deradamente efectiva en reacciones de fijacién de comple-
mento (principalmente 1gGy e IgG3) por la via clésica; la
IgGyp es citofilica, esto significa que su regiébn Fc se pue
de combinar con macréfagos, los cuales pueden entonces
reaccionar con el antfgeno contra el cual el anticuerpo
fue formado. Su tiempo de vida media es de 23 dfas. (1,2,

3, 21).

La IgA es la inmunoglobulina sérica que ocupa el segundo
lugar en cuanto a abundancia, es la que predomina en las
secreciones como son las l&grimas, fluido nasal, flufdo
bronquial, secreciones gastrointestinales, bilis, orina,
leche y calostro en su forma de IgA secretoria. Esta im-

portante inmunoglobulina secretoria es producida en gran
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cantidad por los tejidos linfoides que revisten el tubo
digestivo y las vias respiratorias vy genitourinarias. En
las secreciones est4 combinada con una proteina I|lamada
componente secretor (CS) cuyo peso molecular es de 70,000
y el cual estd unido a la cadena de la molécula a traveés
de enlaces disulfuro.

E1 componente secretor es producido por las células epite
liales no linfoides; el sitio tisular donde la combinacidn
de éste con la IgA ocurre es dentro de las células epite-
liales de la superficie de la mucosa o en los espacios ex-
tracelulares que rodean a estas células. Esta combinacion
aumenta grandemente la estabilidad quimica de la inmunoglo
bulina A en presencia de agentes desnaturalizantes. De es-
ta manera provee una funcién protectora en el medio ambien
te externo.

Las moléculas de IgA no activan el complemento por la via
clasica, pero pueden hacerlo a través del sistema de la
properdina. Aunque la IgA no atraviesa placenta, contribu-
ye a las defensas inmunitarias del recién nacido por su al
ta concentracién en el calostro. Su promedio de vida media

es de 5 a 6 dfas. (1,2,3,21).

La inmunoglobulina M existe como un pentdmero en su forma
original. Cinco subunidades monoméricas 7S estan covalente
mente unidas por medio de enlaces disulfuro en un pentame-

ro 19S. Son las inmunoglobulinas de mayor tamafo, lo que




explica su predominancia en el espacio intravascular, Es-
tas macromoléculas son también muy activas respecto a aglu
tinaciéon de particulas antigénicas, como bacterias y glébu
los rojos, y fijan muy eficazmente el complemento., Esta
clase de inmunoglobulina es la primera en aparecer en una
respuesta inmune primaria. Cuando un antigeno extrafo pene
tra a un huésped por primera vez, se inician casi simulta-
neamente las sintesis de anticuerpos IgM e IgG; pero el ni
vel de anticuerpos IgM alcanza un méximo en pocos dias, pa

ra luego disminuir mis répidamente que los anticuerpos |gG.

(1,26).

La inmunoglobulina D se encuentra unida a la membrana de
los linfocitos B; constituye 1/500 de la concentracibn de
inmunoglobulinas en suero fotal. Su coeficiente de sedimen
tacién es de 7S, su peso molecular es de 170,000 a 180, 000
y contiene cerca del 12% de carbohidratos. Su funcién bio-

l6gica permanece aGn bajo intensa investigacion. (1,2,3,26).

La inmunoglobulina E ha sido reconocida por su propiedad de
mediadora en reacciones de hipersensibi]idad inmediata. EI
tipo de reaccién més rapido que se conoce es la anafilaxia.
Se caracteriza por una respuesta fulminante que se presen-
ta en pocos minutos, y puede ser, sistémica (generalizada)
o local (cuténea).

La IgE no parece diferir significativamente de las otras in
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munoglobulinas en peso molecular, composicién de amino-
adcidos, contenido de carbohidratos y movilidad electrofo
rética. A pesar de que en un tiempo se pensdé que las rea
ginas eran anticuerpos univalentes, después se encontré
que pueden aglutinar eritrocitos unidos a alergenos homd
logos; una comparacién de IgE e IgG en el mismo suero de
mostré igual actividad de hemaglutinacién. La IgE es por
lo tanto bivalente. La molécula consiste de las L cadenas
usuales, las cadenas pesadas poseen su determinante anti-
génico é La IgE difiere de la IgG y la IgM en su incapa
cidad para fijar el complemento., La piel y los tejidos res
piratorios son los mds sensibilizados por dicha inmunoglo-
bulina, sus propiedades de fijacién-a la piel residen en
el fragmento Fc, ya que su supresibn por digestién enzimé

tica o su alteracién por calentamiento le hacen perder su

actividad biolbégica, por ejemplo, la anafilaxia cuténea.
Una vez que se ha fijado a las células blanco de la piel,
el antigeno puede combinarse con los fragmentos Fab. Esto
significa liberacién de hediadores por las células.

Ademé&s de esta capacidad de fijacién in vivo, estos anti-
cuerpos pueden unirse a células cebadas y bas6filos aisla
dos in vitro. Como las células cebadas son reservas impor
tantes de mediadores con gran actividad farmacolégica, por

ejemplo histamina, se comprueba entonces que los anticuer-

pos IgE se unfan a estas células in vivo. (1,21,26).




Las reaginas IgE pueden ser detectadas in vivo por prue-
bas directas en la piel y por la prueba de Praunitz-Kust-
ner (P-K), que consiste en inyectar en la piel de un recep
tor normal suero de un individuo positivo; 24 horas méas
tarde se inyecta en el mismo foco cuténeo el antigeno espe
cifico. Si el suero contenia reagina, se observa una reac-
cién de hipersensibilidad inmediata.(1,21,26).

El peso de la inmunoglobulina E es de 190,000; el conteni-
do de carbohidratos es de 12%; el coeficiente de sedimenta
cién de 7S y su tiempo de vida media es de 2 dfas. Una im-
portante propiedad aprovechada en su estudio es su termola
bilidad, calentando el anticuerpo a 56 C durante 2 a 4 ho-
ras se altera el fragmento Fc de la molécula perdiendo asf
su capacidad para fijarse a receptores de células mediado
ras. La concentracién en suero de individuos normales de
esta inmunoglobulina es de 0.006 - 0.1 mg/ml, lo que equi-
vale a 30 - 500 unidades internacionales por ml. (1,2,3,4,

21).

Algunas situaciones clinicas donde los niveles de IgE pue-
den ser importantes para diagnéstico son: a) Rinitis alér-
gica, asma alérgica, dermatitis atbpica; se encuentran ni-
veles moderadamente elevados (4,21), b) Sindrome de Wiskott
Aldrich; se presentan niveles elevados en estos pacientes
que exhiben eccema, c) Sindrome de hipergamaglobulinemia E,

d) Algunas infecciones parasitarias producen niveles eleva




dos de IgE, e) Concentraciones elevadas se han asociado
con eosinofilia, principalmente en enfermedades alérgicas

y parasitosis. (4,5,7,12,13).

Las respuestas inmunolégicas del huésped a la infeccidn
por el parésito dependen esencialmente de los mismos prin-
cipios que gobiernan las respuestas a otros agentes infec-
ciosos, pero incluyen interacciones de huésped-paréasito
més complejas.

E1 desarrollo lento del campo de la inmunoparasitologia
suele atribuirse sobre todo a varios factores. En primer
lugar, por los ciclos vitales complejos de los parésitos

y su especificidad de huésped, ha resultado dificil culti
varlos in vitro, de manera que la disponibilidad de mate-
riales antigénicos para andlisis ha sido limitada. En se-
gundo lugar, la complejidad de Sus ciclos de desarrollo.
En tercer lugar, no se ha logrado éxito para obtener cepas
atenuadas que permitieran la vacunacién con los métodos u-
tilizados normalmente en otros campos de la microbiologia.
E1 actual renacimiento en los campos de la inmunologia y
la inmunopatologfia ha estimulado el interés por el papel
que desempefian los factores inmunolégicos en los sistemas
huésped-parésito, y estos agentes han pasado a ser modelos
Gtiles para el estudio de respuestas inmunolégicas, por e-

jemplo, la produccién de IgE.
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Los parésitos que afectan al hombre se agrupan como proto
zoarios y helmintos, que ademds de sus diferencias morfo-
légicas presentan otras caracteristicas que establecen el
grado y el tipo de respuestas patolégicas e inmunolbégicas.
(26,27).

En las infecciones debidas a helmintos son en las que se
han encontrado niveles elevados de IgE, sin embargo la 1i
teratura nos reporta niveles elevados también en infeccio
nes por protozoarios. Tal es el caso de la amibiasis in-
testinal, donde se han encontrado valores de concentracién
de esta inmunoglobulina de 480 - 19,000 Ul/ml. (6,7).

Los helmintos se pueden agrupar en funcién de los lugares
que ocupan: 1) intestino, 2) intestino y tejidos y 3) te-
jidos.

Las tenias adultas y los oxiuros s6lo viven en el intesti
no. En su relacién con el huésped, no se han podido demos
trar respuestas humorales, ni de origen celular en el ca-
so de las primeras, no asi, en el caso de los oxiuros don
de se han encontrado valores de 500 - 3700 Ul/ml de con-

centracién de IgE. (3).

El segundo grupo de helmintos se caracteriza por ciclos
vitales mds complejos, en los cuales los parésitos adul-
tos viven en tubo digestivo, y los tejidos son invadidos
por larvas migratorias. Estas variedades de infecciones

parasitarias corresponden a Ascaris lumbricoides, uncina
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rias y Trichinella spiralis. El cuadro clinico puede ser

silencioso, con eosinofilia, infiltracién pulmonar y gran

hipergamaglobulinemia, A diferencia de Ascaris lumbricoi-

des y uncinarias, Trichinella spiralis se desarrolla en

la mucosa del intestino. En una semana los gusanos hembras
vierten a la circulacién larvas inmaduras que recorren to-
do el organismo e invaden los misculos estriados; en el in
testino aparece una reaccibn inflamatoria aguda, acompafan
dose de produccién de anticuerpos humoraies y de inmunoglo

bulina E. (27,29).

En el tercer grupo se encuentran, Schistosoma mansoni, S.

haematobium y S. japonicum. Cuando sus cercarias han atra-

vesado la piel, pasan primero al pulmbn y finalmente a las
venas pélvicas o mesentéricas. En las vénulas van maduran-
do hasta gusanos adultos, y la hembra deposita huevos, de
los cuales algunos llegan al higado, donde dan lugar a una
respuesta celular intensisima, caracteristica de la infec-
.cién. Esta fase temprana aguda de la esquistosomiasis se
caracteriza por intensa actividad reticuloendotelial, for-
macion de anticuerpos contra tejidos somédticos de los para

sitos y contra sus productos metabélicos. (5,8,26,27).

En el caso de los protozoarios parésitos del intestino, la
falta de respuesta inmune puede deberse a falta de invasién

tisular, Pero cuando ésta sucede, como en el caso de Enta-




moeba histolytica, son estimuladas varias respuestas inmu

nes especificas, y es cuando se producen anticuerpos humo
rales. (6,7,26).

Un aspecto que no se observa en las infecciones por proto
zoarios, pero si en las debidas a helmintos es una gran
sensibilizacién cutédnea por anticuerpos de tipo reagina
(IgE).

En general, se puede afirmar que existen cifras altas de
inmunoglobulinas E en los sueros de los habitantes de re-
giones donde las enfermedades parasitarias son endémicas.
Se postuldé que las inmunoglobulinas E podrian constituir
un mecanismo de defensa local primario, produciendo aumen
to de permeabilidad vascular y permitiendo la 1legada al
foco critico de componentes activos del sistema de defen-
sa celular y humoral del huésped,

Muchas infecciones parasitarias muestran respuestas de hi
persensibilidad, como por ejemplo, en nifios infectados por

Ascaris lumbricoides se caracterizan clinicamente por urti

caria, erupciones, asma y otras manifestaciones alérgicas.
Se aprovecha para el diagnéstico el hallazgo comin de eosi
nofilia, ya que es una condicibén de muchos casos clinicos,
particularmente de reacciones de tipo de hipersensibilidad
inmediata e infecciones por helmintos. En este Gltimo caso
existe evidencia que soporta el concepto de que los eosind
filos y las células cebadas actGan junto con el complemen-

to y proveen un mecanismo altamente efectivo para la muer-




te de dichos parasitos. (10,12,13).

Los eosin6filos representan de 1 a 3% en los leucocitos de
la sangre circulante. Valores superiores a un 10% son con-
siderados como eosinofilia. (5).

Algunas de las causas de eosinofilia son: parasitosis, pa-
decimientos alérgicos, dermatosis, padecimientos infeccio-
sos y sus convalescencias, enfermedades del colé&geno, neo-
plasias malignas, trastornos endocrinos, procesos osteocléas
ticos, post-esplenectomia, post-radiaciones, administracion

de medicamentos, Sindrome de L&ffler y eosinofilia tropical.

Ciertos helmintos producen el cuadro conocido como larva mi
gratoria visceral, el cual consiste en que sus larvas logran
invadir las visceras extraintestinales de huéspedes no natu
rales, o en condiciones inadecuadas las de los huéspedes na
turales, lo que tiene por resultado el ataque de las larvas
por células fagocitarias, que las afslan en lesiones granu-
lomatosas tipicas. Siendo durante esta situacidn cuando se
produce eosinofilia.

Los parasitos que principalmente causan este cuadro son: As-

caris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator america-

nus, Toxocara canis y T. cati. (27).

En el caso de Trichinella spiralis se puede presentar eosi-

nofilia hasta de un 80%. (19,20,29).

Se han reportado también que incrementos de eosin6filos se

4




pueden desarrollar después del tratamiento de infecciones

debidas a Schistosoma mansoni y Wuchereria bancrofti.

(17,18).

La razén por la cual se presenta eosinofilia en algunas pa
rasitosis, se debe a la liberacidén de antigenos por parte
del parésito, algunos de los cuales interact@an con anti-
cuerpos unidos a células cebadas lo que ocasiona su degra
nulacidén, liberé&ndose varias sustancias vasoactivas como
histamina, serotonina, sustancia de reaccibén lenta de la
anafilaxia (SRL-A) y factores quimiotécticos para eosiné-
filos., Estos Gltimos junto con la histamina tienen la ca-
pacidéd de elevar la poblacién de eosinéfilos. (11),.

E1 papel del eosinéfilo en la defensa del huésped contra
las infecciones por parésitos no ha sido completamente di
lucidado, sin embargo existen evidencias de que estas cé-
lulas modulan las reacciones de hipersensibilidad inmedia
ta producidas por la liberacién de antigenos del parésito.

Por otra parte, los eosindéfilos liberan superéxidos que

pueden dafar al parésito directamente o a través de la

produccién de radicales hidroxilo y 0p. (13).

Para la determinacién de la concentracién de la inmunoglo

~bulina E se emplean varios procedimientos como son radioin

munoensayo, inmunodifusién radial e inmunoelectroforesis.

Dentro de este Gltimo se incluye la técnica de Laurell, la

- T3 =




cual se basa en la reactividad de la proteina a determinar
con un antisuero especifico.

En los métodos inmunoelectroforéticos cuantitativos se lle
va a cabo una migracién electroforética de antigenos den-
tro de un gel que contiene anticuerpos.

Si se seleccionan las condiciones de la electroforesis, la
mayor parte de las moléculas de anticuerpos no se moveran
en el gel, pero si las moléculas de antigenos. Entre estas
condiciones se encuentran la viscosidad del medio, el vol-

taje del campo eléctrico, el pH y otros factores,

En general, solamente aquellés proteinas que tienen una
gran velocidad de migracién electroforética anédica pueden
cuantificarse por estas técnicas. Las velocidades de migra
cib6n anébdica pueden aumentarse para muchas proteinas por a
cetilacién, formilacién o carbamilacién. Estos procedimien
tos reducen el valor del pK para todas las proteinas, de
manera que aumentan su carga neta negativa a un pH de 8.6.
(22,23).

Al inicio de la electroforesis, las moléculas de antigenos
migrarédn dentro del gel que contiene los anticuerpos; como
el namero de moléculas de antigenos excede al namero de mo
léculas de anticuerpos, se formar&n pequefios inmunocomple-
jos solubles. Estos complejos continGan la migracién con u
na velocidad baja en el gel, y a medida que se efectda la

electroforesis se forman mds y mds pequefios complejos, has




ta que suficientes anticuerpos se han unido para que la pre

cipitaciéon pueda ocurrir. (25).

La técnica de Laurell (electroinmunoensayo) es un método
simple, rapido y reproducible para la estimaci6n de la con-
centracién de una sola proteina en una mezcla de proteinas.
Fue descrita primeramente por Laurell en 1966 e involucra

la electroforesis de proteinas dentro de la agarosa que con
tiene el antisuero monoespecifico requerido.

Una vez que se efectGa la electroforesis de la muestra en u
na sola direccié6n, se toma la altura de los picos formados
desde los orificios de tamafio constante; esta altura sera
directémente proporcional a la concentracién de la proteina
especifica bajo investigacién.

Se obtiene un precipitado en forma de cohete debido a que el
namero de anticuerpos es menor que el de los antigenos cuan-
do éstos inician la migracién desde los orificios al inte-
rior de la agarosa; los inmunocomplejos formados migran ha-

cia el anodo y aumentan continuamente durante la electrofore
sis has;;—alcanzar el punto de equivalencia para la precipi
tacién. Al principio se forma el precipitado en la parte in-
ferior y posteriormente hacia arriba formando el cohete.
Para mayor exactitud de los valores encontrados se utiliza

‘como referencia una curva de calibracidén hecha con esténda-

res de concentracién conocida. (24,28),




Por todo lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene co

mo objetivo determinar la concentracién de la inmunoglobu

lina E en suero de nifios parasitados, asi como su porcen-

taje de eosindfilos.

Para obtener estos datos se realizaron coproparasitoscépi

cos seriados por la técnica de centrifugacioén-flotacion de
Faust y recuentos diferenciales para determinar el porcen-

taje de eosinéfilos.
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MATERIAL Y METODOS

Para ia realizacidon de este trabajo, fueron recolectadas
un total de 110 muestras fecales procedentes de nifios de

L a 6 afios del Centro de Convivencia y Desarrollo Infantil
del municipio de Garza Garcfia, N.L.

Las muestras para su examen coproparasitoscbdpico seriado,
fueron procesadas en el Laboratorio de An&lisis Servicio
Social Labastida-UdeM, de Enero a Abril de 1981.

A los nfﬁos cuyo coproparasitoscbdpico resultd positivo, se
les tomd una muestra sanguinea con el objeto de determinar
el porcentaje de ebsinéfilos y su relacién con la parasito

sis en cuestién.

Se intent6 cuantificar la inmunoglobulina E por inmunoelec

BIBLIOTECA
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troforesis de acuerdo a una modificacién de la técnica de
Laurell (Electroinmunoensayo) para llegar a establecer una
relacién entre parasitosis, eosinofilia y concentracién de

dicha inmunoglobulina.
ME TODOS

| . Examen Coproparasitoscédpico.

Técnica centrifugacién - flotaciéon con sulfato de cinc

de Faust.

a) Se prepara una suspensién fecal, con una parte de la
muestra de heces, aproximadamente en 10 partes de a-
gua. Se centrifuga por 10 minutos a 2,500 rpm, se de
canta el sobrenadante.

b) Se agrega nuevamente agua rompiendo el sedimento por
agitacién. Se centrifuga y se decanta el sobrenadan-
te.

c) Se agrega el sulfato de cinc (R-1), rompiendo el se-
dimento. Se centrifuga.

d) Con asa bacteriolbgica se toman 2 muestras de la pe-
licula superficial, se colocan en un portaobjetos lim
pio, se afade una gota de lugol (R-2), se coloca un

cubreobjetos y se lleva a cabo el examen microscépico.

1. Recuento Diferencial.




a) Se prepara un frotis sanguineo. Se deja secar.
b) Se fija con metanol durante 2 minutos. Se seca.

. : .
c) Se sumerge el frotis en la soluci6n de eosina por

30 segundos. Se lava con agua y se deja secar.

d) Se sumerge el frotis en la solucién de azul de me-
tileno” por 30 segundos. Se lava con agua y se de-
ja secar,

| ' e) Se observa el frotis al microscopio.

I11. Inmunoelectroforesis.
1. Carbamilacién.
Se mezclan voltmenes iguales de suero problema o
estédndares de concentracién conocida con solucidn
preparada recienteﬁente de cianato de potasio 2 M
(R-6). Se deja reaccionar a temperatura ambiente

durante 24 horas.

} 2. Preparaci6bn de las placas.
a) Colocar 8 ml de la agarosa conteniendo el anti-

suero monoespecifico™ al 4% (R-10) sobre las pla
cas de vidrio de 10 x 5 cm colocadas sobre una
plataforma horizontal.

b) Esperar 15 minutos para que solidifiquen.

- c) Colocar las placas en la plantilla y hacer los

orificios de 2.5 mm de diédmetro con el perfora-

* S|GMA, Hemocolorante répido.

** Behringwerke A G.
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~dor del gel a 2 cm de uno de los extremos de
las placas. La distancia entre el centro de un
orificio y el centro del siguiente debe ser de
8 mm.

d) Aplicar 541 de la muestra y los esténdares en

los orificios.

3. Electroforesis.

a) Colocar las placas en la cémara de electrofo-
resis y disponer los contactos, hechos con pa
pel filtro Whatman No. 1, de manera que se es
tablezca unién con la solucién buffer pH 8.6
(R-4).

b) Conectar el sistema enfriador (lO°C T 2).

c) Efectuar la electroforesis aplicando un volta
je directo de 280 a 300 V para generar de 8 a

10 volts/cm en el gel, durante 30 minutos.

L, Desproteinizacioén.
Después de la electroforesis se colocan las placas
en solucién de cloruro de sodio 0.1 M (R-9) duran-
te 15 minutos, con el propésito de remover las pro

tefnas no precipitadas.

5. Tincién,
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La coloracion de los inmunoprecipitados se realiza con
la solucién colorante (R-7) por 10 minutos.
La decoloracién de las placas se realiza con la solu-

cién decolorante (R-8) por 10 minutos.

6. Andlisis cuantitativo.

La medicién de la altura de los picos puede efectuarse
utilizando una regla; se mide la distancia desde la
parte superior del mismo hasta el centro del orificio
donde se aplica la muestra.

E]1 calculo de la concentracién de la inmunoglobulina en
una muestra no conocida, puede efectuarse por compara-
cién de la altura del pico con una curva de calibracion
obtenida de las alturas de los picos de los esténdares

utilizados.
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(R-1).

(R-2).

(R-3).

(R-L).

REACTIVOS

Solucién de sulfato de cinc.

Sulfato de CiNC.veececocans s i E E e sse 335 @

AQUa...cosecoerososscncssesscsssssscacnsanas 1000 ml
Se disuelve el sulfato de cinc en el agua. Se fil-
tra y se ajusta la densidad a 1.18.

Lugol (solucién yodo-yodurada).

Cristales de 10dO...ceviveesoccsocssscsnccsss 54

loduro de potasiO...eevereeescasccocasssncane 10 g

Agua destilada.......covveveneenrecnennnnns 1000 ml
Se disuelven los reactivos en el agua .destilada y

se guarda la solucién en frasco ambar.

Metanol.

Buffer barbital.

Barbital de sodio (5,5 dietilbarbiturato de

SR Y e oo ia s simssnmon s mas s shbs § boas s s00s & wsgs b1.2 g

Barbital (4cido dietilbarbitarico).......... 8.0 g

Agua destilada......ccveeevncnccancannannns 10.0 1

Se disuelven los reactivos en el agua destilada.
Ajustando el pH a 8.6 con é&cido clorhidrico 0.1 N

o con hidréxido de sodio 0.1 N,
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(R-5). Agarosa al 1%.
AQarOS@....ceeeeensooscssosnennsansonses 5w 1.0 g
Buffer barbital...... T R T TE T ..1000.0 ml
Se disuelve la agarosa en el buffer barbital. Se ca-

lienta si es necesario.

(R-6). Cianato de potasio 2M.
Cianato de potasiO...ceseessscocccconas ce....4.05 g
Agua destilada......... b B bk w i B Byl w BA 25.00 ml
Se disuelve el cianato de potasio en el agua y se

afora a 25 ml.

(R-7). Solucién colorante de azul de Kenacid.

Azul de Kenacidi:iccosnssosuneannnenss iE s 1.0 g
Acido acClticO..cosvasecnscsocsssncasssns ....100.0 ml
ELBTO) o e onssoiniswunssnni T Y e....450.0 ml
Agua destilada..... e ] e Peats] i ¢ bl WE B 450.0 ml

Se pesa el colorante y se disuelve en el &cido acéti
co, etanol y agua destilada. Se conserva en frasco

~ambar con tapén esmerilado.

(R-8). Solucién decolorante.

Ac[do BCEEICO v ennnnssnisssnssnsani teeseseal00.0 ml
Etanol......cov.. it eveeceesesesssscessassess250.0 ml
Agua destilada.......... cueEaTES EEBEa % s m B 650.0 ml

Se mezclan estas sustancias y se conserva en frasco

&dmbar con tapbédn esmerilado.,
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RESULTADOS

De los 110 estudios coproparasitoscédpicos seriados reali-
zados, 66 resultaron positivos con una o més especies de
pardsitos protozoarios y/o helmintos, lo cual representa
un 60% de la poblacién infantil estudiada.

De los nifios parasitados a 57 se les tombé una muestra san
~gufnea y se determinbé el porcentaje de eosinéfilos. Los
‘resul tados son dados en tablas (3,4,5,6 y 7) con el fin

de visualizar mejor la relacién entre ambos hallazgos.

Las parasitosis que estos nifios presentaron fueron, 32 ca
sos (56.14%) de parasitosis simples, donde 15(26.31%) e-

ran debidas a protozoarios y 17(29.83%) a helmintos. EI

resto de la poblacién, o sea 25(43.86%) present6 parasi-




tosis maltiple, es decir, 2 o mids especies distintas. (ta

blas 1 y 2).

Dentro de las parasitosis simples causadas por protozoa-

rios, se encontr6é Giardia lamblia en 9 de las muestras, lo

que representa un 15,78% del total. Le siguen en frecuen-

cia Entamoeba histolytica y Entamoeba coli observadas en 3

de las muestras y representando cada especie un 5.26%. (ta
blas 3 y L),
En las parasitosis simples por helmintos, el mds frecuente 4

fue Hymenolepis nana encontrado en 11 muestras, lo que equi

vale a un 19.30% del total, siguiéndole Ascaris lumbricoi-

des en 5(8.77%) y por Gltimo Trichuris trichiura en una

muestra (1.75%). (tablas 5y 6).

|
Con respecto a las parasitosis maltiples, las especies encon E
tradas correspondian también a las ya mencionadas.
En este caso, dentro de los protozoarios, G. lamblia fue nue
vamente el de mayor frecuencia, encontrédndose en 20 de las
muestrggjwdéilas 25 que présentaron parasitosis maltiple. Le

siguieron E. coli en 14 de las muestras y E. histolytica en

8. (tabla 7).

La frecuencia de los helmintos fue: H. nana en 12 muestras

- y-A. lumbricoides en 6. (tabla 7).

Respecto al porcentaje de eosin6filos, éste se encuentra ele

. - BE |



vado en parasitosis causadas por helmintos ya sea simples
o maltiples, ya que en general se observa un 10% o mas.
(tabla 6).

En las parasitosis por protozoarios el porcentaje es rela
tivamente bajo, es decir menor de un 10%, a excepcién de
2 casos que presentaron eosinofilia de un 32 y 38% en pa-

rasitosis maltiples causadas por E. histolytica, E. coli

y G. lamblia. (tabla 7).




Tabla 1

r’> Parasitosis simples ‘]

Protozoarios Helmintos Total
15 (26.31%) 17 (29.83%) 32 (56.14%)
Tabla 2

E h

Parasitosis maltiples

Protozoaq4 Helmin{Protozoarios vy Total
rios tos helmintos
8(14.03%) 0 17(29.83%) 25(43.86%)
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Tabla 3

Porcentajes de parasitosis simples

causadas por protozoarios

No. de frecuencia
Especie
muestras porcentual
ri
1. G. lamblia 9 15.78%
- E. histolytica 3 5.26%
3 E. coli 3 5.26%
| Total 15 26.31%




Tabla &4
Parasitosis simples causadas por
protozoarios y su relacidén con el

porcentaje de eosindfilos

Especie % de eosinbéfilos

lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. lamblia

. histolytica

. histolytica

E. histolytica

E. coli

. coli

.. coll




Tabla 5
Porcentajes de parasitosis simples

causadas por helmintos

No. de Frecuenc;;
Especie
muestras porcentual
1. H. nana 11 19.30%
2. A. lumbricoides 5 8.77%
3 T. trichiura 1 1.75%
Total 17 29.83%
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Tabla 6
Parasitosis simples causadas por
helmintos y su relacién con el

porcentaje de eosinéfilos

. % de _eosinéfilos

nana

nana

. hana

. hana

. nNana

nana

H. nana

. hana

. nNana

nana

nana

lubricoides

lumbricoides

lumbricoides

lumbricoides

lumbricoides

. trichiura




Tabla 7

Parasitosis maltiple y su relacién con el
porcentaje de eosinéfilos

e
Especies % de eosinbfilos
1.|G. lamblia, E. coli "
2.| G. lamblia, E. coli
- 7
3.|G. lamblia, E. histolyti-
ca 6
L, JE. histolytica, E. coli 9
5.|E. histolytica, E. coli, 5
G. lamblia
6. |E. histolytica, E. coli,
G. Tamblia 10
7. | E. histolytica. E. coli,
G. TambTia 32
8. |E. histolytica, E. coli,
G. Tamblia - 38
9. |H. nana, E.coli 16
10.| H. nana, E. coli 14
L 11.| H. nana, G. lamblia 9
12,1 H. nana, G. lamblia 15
13.] H. nana, G. lamblia 7
| .




Tabla 7

(continuacién)

Especies % de eosin6filos
14, H. nana, G. lamblia 8
15.| ‘H. nana, G. lamblia
10

16.| H. nana, E. histolytica 11
17. H. nana, G. lamblia,

E. colli 10
18.| H. nana, G. lamblia,

E. coli 9
19.| H. nana, G. lamblia, 9

E. coli
20.| A. lumbricoides, E. coli

a a 11
21.| A. lumbricoides, G. lam-

blia 9
22.| A. lumbricoides, G. lam-

blia 15
23.| A, lumbricoides, G. lam-

blia 17
24| A, lumbricoides, G. lam-

blia 9
25, A. lumbricoides, H. nana

E. histolytica, E. coli 15

G. lamblia :
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
El objetivo inicial de este trabajo era establecer una re
lacién entre parasitosis, eosinofilia y concentracion de
inmunoglobulina E. Sin embargo, debido a las circunstancias
que se presentaron no fue posible realizar la cuantifica-
ciéon de dicha inmunoglobulina, por lo que s6lo se determi

né el porcentaje de eosin6filos en los nifios parasitados.

Con el material disponible y utilizando la técnica de Lau-
rell se llevé a cabo la inmunoelectroforesis. Sin embargo,
no se logr6 la estandarizacién del método, ya que durante
los ensayos realizados solamente en las muestras problema
se observé la formacién de inmunoprecipitados en forma de
cohete, no asf en los estdndares de concentracién conoci-

da.
- 34 -




Para la cuantificacién de inmunoglobulinas, la técnica de
Laurell establece el empleo de buffer barbital pH 8.6, a
garosa entre 1-1.5% preparada con el buffer, un voltaje
directo de 280 V, una corriente por cémara de 40 mA, una
fuerza de 8-10 volts/cm en el gel, el empleo de contactos
de papel filtro Whatman No. 1 con méds de 2 capas y un tiem

po de electroforesis de 3 horas.

En el presente trabajo se logré la formacién de los inmuno
complejos realizando primero la carbamilacién de los sue-
ros y esténdares sin previa dilucién de los mismos.

Se utilizd el buffer barbital pH 8.6 (R-4), agarosa con an
tisuero al 4% (R-10), ya que se trata de una inmunoglobuli
na de muy poca concentracidén en suero. \

El voltaje directo que se emple6 fue de 280 V, lo que per-
mitié generar 8 volts/cm en el gel con un amperaje de 36mA.
Los contactos que se utilizaron para poder cerrar el cir-
cuito electroforético se hicieron con 5 capas de papel fil
tro Whé;man.No. 1, después de haber probado con papeles
Whatman de diferentes nGmeros y distintas combinaciones.

Se calent6 previamente el aparato(utilizando placas de 10
x 10 cm con agafosa al 1%) durante 30 minutos.

Tomando eﬁ cuenta que se realiz6é la carbamilacién, la elec-

troforesis se efectué por 30 minutos, ya que a menor tiempo
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no se observaba la formacién de los inmunoprecipitados y

a mayor tiempo perdian la forma adecuada de cohete.

En cuanto a los resultados obtenidos entre la relacioén de
parasitosis y porcentaje de eosin6filos, se observd que
se presenta eosinofilia principalmente en infecciones de
bidas a helmintos, ya que esta condicion se establece al

encontrar un 10% o mas de eosindfilos.

En las parasitosis simples causadas por Giardia lamblia

y en un caso de Entamoeba coli se observé un porcentaje

de eosin6filos ligeramente mayor a los valores normales
1 pero sin llegar a considerarse eosinofilia.
. Tomando en cuenta la literatura, el nimero de muestras e
xaminadas y los resultados obtenidos, no podemos afirmar

que este dato sea significativo de dichas parasitosis.

&~ ee—_ ____ En infecciones causadas por Entamoeba histolytica, existen

reporgganue mencionan que el % de eosin6filos depende del
| grado de invasién tisular. (6,26). En los resultados obte-
nidos en los 3 casos que presentan esta parasitosis obser-

=~ Vvamos un i0,7 y 7%.

En las parasitosis maitiples causadas por E. histolytica,

E. coli y G. lamblia y que presentaron un 32 y 38% de eosi

n6filos, no es posible concluir que esta eosinofilia se




deba a la infeccién ya que se desconoce la historia clini
ca de los pacientes.

Por esta razén, cabe mencionar, que ciertos individuos es
tan predispuestos a la sensibilizacion natural por diver-
sos antigenos del ambiente; es durante este estado conoc i
do como atopia o alergia cuando generalmente se presenta

eosinofilia y cifras elevadas de IgE.

Tomando en cuenta que un 60% de la poblacién infantil es-
tudiada presentdé parasitosis, es importante aclarar que se
trata de personas de escasos recursos econbmicos y que,
por lo tanto, carecen de los servicios pablicos adecuados.
Esta Qituacién propicia el contagio de parasitosis, como

en el caso de Giardia lamblia, donde un solo quiste puede

infectar al individuo, y en el caso de Hymenolepis nana,

cuyos huevos son infectivos inmediatamente después de eli

minarse en heces. Tal vez esta sea la razén por la cual

estas parasitosis resultaron ser las de mayor frecuencia

en-.este estudio.
Dada la relacién que existe entre algunas parasitosis con
el aumento de iﬁmunog]obulina E yel % de eosinbéfilos, es

peramos que el presente trabajo sirva como base para estu

" dios posteriores que beneficien al hombre.
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RESUMEN

Se realizaron 110 examenes coproparasitoscépicos seria-
dos a nifios del Centro de Desarrollo y Convivencia Infan

til del municipio de Garza Garcfia, N. L.

A 57 de los 60 nifios que resultaron parasitados se les de
terminé el porcentaje de eosinbéfilos. Con estos datos se
establecié una relacién entre eosinofilia y parasitosis,

observandose que se presenta eosinofilia principalmente

en parasitosis debidas a helmintos.
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