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ABREVIATURAS 

PBS Soluci6n amortiguadora de fosfatos. 

rpm Revoluciones por minuto. 

SSB Soluci6n salina balanceada, 

H Molar, 

nH Hili.Jllolar. 

CPA Cflulas productoras de anticuerpos. 

lt Litro , 

1111 Mililitro. 

gr Gramos, 

111g Miligramos. 

ug Microgramos. 

ul Hicrolitros, 

pp Placas de Peyer. 

GLll Ganglio 1inf!tico mesent&rico, 

AgC Extracto crudo de amiba, 

LPS Lipopolisac&rido de amiba, 

PMN CAlulas polimor.f'onucleares. 



I. IN T R o D u e e I o N. 

La amibiasis es una enfermedad producida por infecci6n del protozoario 

Entarnoeba histolytica. Es llllO de los problemas mayores de salud eJl muchos

patses subdesarrollados. Esta illfecci6a afecta primariameate poblacioaes -

que viven en malas condioiones de sanidild y falta de una adecuada educ,! -

ci6n en higiene (1), 

Un gran n'dmero de individllos son portadores de quistes de !• l!.!!t!lt 

!is! sin que presenten una si!ltoutologia atribuible a bte parbito. Por 

otra parte, la uibiasis intestinal puede ser benigna o severa. En la 

/Ol"lla bC!Digna, existe diarrea y disentefla aguda, mientras que la forma •.!. 

vera coaprende colitis allibiana, ame'btllla del colen y apendicitis amibiana. 

ID llbico, esta fOJ'9 de uü.biasis que atecta el celen riitne \llla tasa de -

llOrtalidad que varf.a desde un 20 por ciento hasta un 54 porciento y es 10-

vecea Menos frecuente que loa abacesoa hep&tic:oa lllibianos. 

Diversos e1tudioa han 11oatrado que la lllibiasia es end&lica en Hbico 

ya que los anticueJ"pos contra !• hiatolyt;ica se presentan en per1onu de -

todas las edades, con una predcainancia • nilloa. Blll &reas donde la fr.! -

cuencia de la llllibiuis u alta, existe individllos aparent•ente sanos -

con titulas de anticuerpos siailaru a los de pacientes co.o. udbiaail i!'" 
vasiva (2). 

Bltaaoeba histolztica es un parAsito de distribuci6n amdial. Se pu!-
. ' 

den encontrar doa lorus del parbito en las evacuaciones h\IUUI: a) qui! 

tes, a trav6s de los cualu ae puede tnmsaitir la infeccien por la da -

oral-tecal y b) trotozoitoa, que se encuentran en las heces liquidas duran 
. . -

te la dismterb uibiana. La •ltiplicaci6n de loa t!'Olozoitos OCIU'l'e por 

lisi6n binaria. Se derivan de 4 a 8 trolozoitos de cada quiste despu~s •e
que su cApsula de quitina ha s~do digerida. L~s trotozoitos 116viles res.!. -

dlll en el lluf.do de las criptas del ciego e intestino delga•o, de d6nde -
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pueden invadir la mucosa intestinal y eventualmente alcanzar el torrente -

sanguineo y causar lesiones extraintestinales (3). 

La caracteristica más notable de !· histolytica es su capacidad de iE.

vadir y lesionar tejidos. La primera etapa de invasi6n es la adherencia de

los trotozoitos a las células epiteliales, la cual está mediada en parte A 

por una lectina presente en la qenibrana de la amiba, cuyo receptor en la e! 

lula epitelial puede contener residuos de N-acetilglucosamina (4,5). El 

electo citot6xico ejercido por los trotozoitos viables adheridos a las cél~:; 

lu blanco, se puede explicar tanto por la producci6n de enzillas con activ,! 

dad colagenoUtica (6,7), cOllO por la produccidn ele toxillas (8). La segmlcla 

etapa e• la fagocitosis activa y digesti6ri de las células ingericlas, dando

por resultado final la dest"'ccidn del tejido (9). 

Bstos ten&nenos de invasUn de la aaiba sobre las células intestin,! -

les contrasta con la aparente talta de respuesta delensiva de la células -

del hospedero. En general debe ser asUlllido que en el intestino del hcabre -

una respuesta protectora de anticuerpos. puede Hr inducida ccmo resultado -

de la exposicidn de largos lapsos de tiempo con el parásito (10). 

La mucosa gastrointestinal es la primer linea de detmsa contra nuchos 

aicroo1'9anisaos tanto protozoarios C0110 bacterias as! COllO otros andgenos. 
• • l • : • 

11 estudio .de la imuniclad de la mucosa ha alcanzado importancia en affos -

NCientes con la identiEicac16n de un sistema u.me local en las superf! -

cies 1111.1cosas·(11). 

Las c6balas immnOCC111Petente1 del tracto gastrointestinal: niacr6tagos y lin 
. '., . • . ~ -

tocitos¡ responsable• de la respuesta inmune local, se distribuyen a lo la.t 

go de toda la pared intestinal a nivel de •cosa: linfocitos intraepiteli!

les y de lbiu propia~ y en lor11a de agregadt~ linf•ides cubiertos por un

linloepi telio-especializado denominados placas de Peyer. Las placas de P,! -

yer son capaces de iniciar una respuesta imm.me; a su vez, los linfocitos -

intraepiteliales y de la.ina propia son capaces de producir anticuerpos y -

proporcionar iJunwlidad llediada por células (12,13). 



Utilizando diferentes métodos para la obtenci6n, pv.rificaci6a e idez! -

tificaci6n de linfocitos de rnucesa intestinal, se han llegado a conocer -

las caracteristicas morfol6gicas y funcionales de algunas poblaciones cel.!!, 

lares linfoides localizadas en la mucosa; como son los linfocitos B, linf2 

citos T, linfocitos citot6xicos naturales (NI), macr6fagos, células bas6E! 

las y eosin6Eilos. 

Los linfocitos B constituyen el 32 por ciento de las células lllOnon~ -

cleares. Los precursores de linfocitos B se encuentran principalmente ~ -

placas de Peyer, d6nde se lleva'a cabo la estÍllUlaci6n de estos lintocitos 

que llligran despuh a ganglio linfAtice ... endrico de ah! a conducto tor!

cico, a sangre y poateriormente a 14ilina propia de MI.teosa intestiDill, d6n· . -
de se establecen CGllO dlulas productoras de anticue~s. Ro. est4 bien -=!

tablecido la taH en la cual los liaotcitos precuraores maduran. Las pl! -

eas de Peyer contienen todos los ele111ntos celulares necesarios para una -

respuesta ilmmt: dlulas B, T y dl'lllas accesorias (11aer6.tagoa y c6lulu -

'..Oeadrl~~cas), pero no .-. sit~~· illportantes de sf.ntesis de i.mllunClflobul!

nas (14,15). 

Por otra parte,. los linf~ito,a !'se eac:uentl"an en un 55 por ciento a 

en la m.ac:osa illtestiul, siendo llAs a~du.tes ea el epitelio del intesti 
' ..... · ... _ . .. -

no. Los es.tuclios de lllOViltliento linfocitario han ••tracio, que cOlllO en el-

caso de las c6lulas B, los liat'ocitos T de los ganglios liaf'Aticos aes'!,-
. ·' . 

t6ricos se distribuyen linal.mellte en la 1111cosa intestiaal. Se ha confil'll!, 

do que la vla de trmito de las c6lulas Tes a partir de placas de Pe -- . 
yer 6 gan9lio lint&tico 11esendrico pasando por coacluc:t• toracico, ciJ'C!

laci6n sist6üca y finalmente regresan a dtios intr~epiteliale~ ea la 111,l! 

cosa del intestino (16,17,18). LÚ lintocitos T tienen ceo fwlct6a in -
. . -

tervenir en la regulaci6n de la sf.ntesis de anticuerpos, es decir, inte -. ~ . . -
raccionan con la c6lula B~ La ir11111moregulaci6n en la · prcducci6n de ant! -

cuerpos en 1111.1cosa intestinal esta dada por los linfocitos T supresores y 



y linfocitos T cooperadoren. otra subpoblnci6n de los linfocitos T corre1 -

ponden a los linfocitos granulosos, los cuales se caracterizan por cjcrcer

citotoxicidad espont!nea 6 natural contra c~lulas tumorales (19). La activ,! 

dad citot6xica espont~ea de estos linfocitos es aumentada en presencia de 

interter6n. En base a esto se propone que estos linfocitos intervienen en -

la def'ensa contra infecciones virales ql.le dañan las cElulas epiteliales del 

individuo (20,21), ademls de que parecen tener' tm papel importante en la -

actividad 1ntibacteriana (22). En intecciaies por helaintos podr!an tener -

UD papel importante en la destrucci&l Y rechazo de los mtDos, pues se e¡ -

cuentran 11111\efttados cansiderablenente ocho dtas despuAs del esd1111lo anti -. . -
gAnico. 

Se ha mostrado tubiAn la pN1encia de ~agos en la nucosa intest!. 

nal de cobayo, rata, rat6n y huluwlo. Se localizma prilicipallllente en !Amina-

. propia y placas de Peyer, y constituyen del 7 al 10 por ciento de la pobl!

ci8n (14,24,25). En placas de Peyer procesan el antlgeno, ~ cambio a nivel. 

de l"':ina propia absorben nutrimte1~ Presmtan ftl'ias funciones: s~im 

de enz:llllu, •ediadores qulmicoa y factores de ICtiTidad diversa. Se propcne 

que podr!a ac:tuar localslente 90dulando la prochlcci8n de :inlnmoglo1nllinas -

m respuesta a un mdglllO detel'lllinado. Durante la :lnlestaci& por parh! -

tos, los maCl'6fago1 prodllc:en porstaglandina 1, que :interviene en la elilain,A 

ci8n de los 111iS1110s. Dur1nte las :inteccimes por viNs producen :interttei61. 

A nivel de intestino delgado intervienen ingiriendo sustancias carc:mogln!

cu, por lo que se ha poetul.ado COlllO factor que di1111iAuye la frecuencia de

t\ua'e1 a aste nivei m CC111Paraci6n cea el :intestino· gl'lleso {26). 

Entre los otros tipos de cAlulas localizadas en la nucosa :intestinal

se encuentran los mastoc:itos 6 cAlulas bas6tilas y los eosin6tilos. Los -

mutocitos de mucosa :llltest:inal. difieren histol6gicameate de otros 1i'tios

por 111 ccatenido en 1111copolisac:Aridos, ademls contienen I9E dentro y en su 

superticie. Dependen de la actividad de cAlulas T para su diterenciaci& y 



proliferaci& in vitro. No se ha identificado bien el origen de los mast,2-

citos intestinales. Se sabe que los mastocitos de mucosa intestinal pasan

ª ganglio lindtico mesent&ico (d6nde adquieren receptores para IgE), · PO,!i 

teriormente pasan: a conducto torlcico y despu~s por via sangutnea regresan 

a mucosa intestinal (28), En ratas in.testadas con nem!ltodos el aumento de

mastocitos en intestino se relaciona con la presencia de linfocitos T C,!i

pecf.ticos a los helmintos circulando en linEa de conducto todcico (27) • 

Se sugiere la existencia de un mecanismo local en mucosa intestinal para

el rechazo de helmintos. El contacto directo del par!s!to con lWocitos

T produce la liberaci&n de factores q11!micos, q11e a su vez estimulan la 111,! 

duraci&n de los mutocitoa~ cuando ocurre el rechazo de par!sitos se inh!

be la prodlacci&l de estos tactorea y por lo tanto la 111aduraci6n de mastoc! 

tos (28,29), 

Por dltillo, 101 euin6f:ilos 11 enc:11entran en un 3 a 8 por ciento en -

la IUCOla :bltestinale le Ol':lfina ID llAdlala 61ea, d&lde se hlD desc:rito -

dos poblacicme1 prlCUl'IOl'u, uaa que·ai •tbuluse origina eosin6tilos -

cil'Clllate1 u.dlaros y otra que da lugar a cllul.as precursoras ~e se div.!

d• poco y llegan a tejido• para diterenc:Larse e dl.ul.u madUl'aa, esto -

ocurre prillcipalmmte en nucotu (30), Lo• eo1in&lilos contienen dep6sito1 
. . 

des peroxldasa, prote!nas b&skas ricas en &l"fktna, arilsullatasa, hllt~ 

minasa y otru proteSnaS CQll actividad t6xica a parlsito1 (31), Batuclios -

in vivo denae1tran que los eosin&lilos se concmtran en los sitios de in -
. -

testaci&i. t.Os eo1in6lilos presentan receptores para la lracc:i&n re y cce-
plmento. Se ha clelcl'ito tamblln una acci8n citot&xica de sus grblos sa
bre 1*terias y dlulas tulllOl'ües (32)',· 
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II. P L A N T E A M I E N T O D E L P R O B L E M A. 

Los mecanismos de defensa irum.me contra la infecci6n por Entamoeba 

histolytica no han sido completamente caracterizados, principalmente la re~ 

puesta i.nnl\me local. Los mecanismos que m!s se han estudiado son las re,a .... 

puestas :i.nmlmes sisdmicas (33). Debido a que la l1U1Cosa intestinal es tma -
" 

barrera de defensa lllLl,Y importante contra el par!sito, el estudio de la re,!

puesta inmune local contra Entamoeba bistlrtica es de gran relevancia. 

Recientes :investigaciones han sugerido la existencia de una reacci6n -

imllnol~ica local en la •ibiasis invasora cor.o los coproanticuerpos antj,

amiba establecidos en el 80 por ciento de los casos cc:11 disenteria amibiana 

(34). 

Por otra parte, la presencia de 11&tiG:llerpo1 de la clase IaA sec:retoria 

antiamiba en bilis de ratas :bumnizad.as iatrac:ecaimente con trolozoitos ~ 

sido reportadas (35) •' Qui.~& la secreci8D 'intestinal de IgA Jl"diese contrj, -

1Nir en la defensa local CGlltra !• ld•to1niga ya que !sta imimoglobulina

. inhibe la adsorci8a intestinal de andgenos laiules y su papel en la de -
' ' -

tensa local contra mterobacterias, partiClllarente ccintra Vibrio sbolerae

'Y l1sberi5hif .5Sli mterot6xica ba si4o obHl'Vada (36, 37, 38),. 

A pesar de qae la iJullmogloblllina Ip predomina en secreciones extt? -

nas, las :lnlllmoglo1Nlinas de la clase IgK, IgQ e I9I tallbifn esdn · presea. -

tes en la mucosa gastrointestinal y juega un papel nuy illportante en thnl,! 

nos de prodl.lcci& local de antiaaerpos (3 9) ~ Algunos investigadores han -

11ostradp elegantemente qae la lgG in~estiaal de rata tambifn ea efectiva en 

• la prevenci8a de andgenos luminal.es. Se sabe que el ganglio Unlltico -

11esent6rico es una Atente de cll.\llas prec:ursoras de I¡G e IQH, las cuales -
' ' 

se locali1111 en lAnlina propiA intestinal•· La Igll es transportada a travl de 

las cflulas epiteliales intestinales de la lllisma l'IWlera que la IgA dilnhica 

(40,41,42). 



H I P O T E S I S: 

En base a evidencias de un sistema inmunol6gico en la mucosa gastro~

testinal y a la presencia de anticuerpos en las secreciones intestinales;

es posible obtener una respuesta inmune local contra andgenos amibianos ms 

diante la inoculaci6n de los mismos en el intestino. 
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III. O B J E T I V O s. 

1. Establecer la presencia de células productoras de anticuerpos en muc.2_ 

sa intestinal de ratas inmunizadas por v!a local e intraperitoneal -

con antígenos amibianos. 

2. Comparaci6n de la respuesta inmune contra. ant!genos amibianos en r:

tas inmunizadas por vla intraperitonul y por da local. 

3. Estudiar la ci.dtica de aparici6n de cflulu productoras de anticue1'--,._ 
pos contra andgenos amibianos en mw:osa intestinal, bazo,. ganglio m$. 

sent~rico y placas de Peyer~·. 



IV. M A T E R I A L Y M E T O D O S. 

1. AND4ALES. 

Se utilizan ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de dos a tres meses 

de edad. 

2. PREPARACIW DE AtrrIGENO JlE AMlllA. 

Las amibas son crecidas en cultivo ax~ico por la tbica de Diamond-· 

(43). Despu6s de 72 horas los organismos se resuspenden y se centri.t'ugan a-

1200. rpm durante 5 m:i.n'.ltos para concentrarl9s. El sobrcnadante es descart!-

• do y el paquete se resur.pende en soluci&n salina 0.15 M. Las amibas se l!, -

van seis veces por centri.t'ugaci6n a 1200 rpm, 5 minutos. Se resuspenden y -

se determina el n6mero de c~lulas por canteo hemocitomgtrico. Una suspen -

si&i de apro:dmadamente ~no7 dlulas/ml es sonicada en baffo trto durante -

dos minutos a 150 watts en un sonicador Ultratip Labsoaic System. La suspea 

sien soaicada se centriluga durante 30 lllinutos a 2500 rpm1 4•c• El sobren1-

dante se dializa contra soluci6n amortiguadora de loslatos pHI 7.2 (PBS) -

por 16 horas a 4 •e • Este dializado se centri.t'uga durante 30 minutos a 

2500 rpm a 4ºC y el sedir.tento es descartado. 

Se realiza un determinaci6n de prote!nas al extracto, por el *odo -
de Lowry (44). El extracto crudo se coloca en al!c:uotas de l ml y se guarda 

en congelaci6n. 

Un segundo andgeno utilizado, mls puro, tul! \m lipopolisacArido 111\! -
biano de la misma cepa de trofozoitos, utilizando el m6todo de lenol-agua -

(45). 

3. OBTP.HcxCJf DE LW<X:ITOS. 

Las rutas sor. anestesiadas con eter-ettlico y el intestino delgado, bj 

zo1 placas de peyer y ganglios linfAtic:os mesent&ric:os son removidos y col¡ 

cados por separado en .frascos est~riles que contienen soluci6n salina balil!l 

ceada con antibi6ticos (ssa). 
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3.1 OBTENCICJr DE LINFOCITOS DE INTESTINO 

Los linfocitos de :intestino se obtienen de acuerdo a la tl!cnica de 

Babette (46). El intestino .se extrae y coloca en una caja petri 1irocediendo 

a lavarlo con PBS para remover su contenido. La luz intestinal se llena con 

PBS que contiene Dithiotreitol 1 mM (Sigma), se incuba durante 15 m:inutos a 

temperatura ambiente con agitaci6n leve, para eliminar el moco adhe:rente. 

El tejido se lava tres veces con PBS frio y se incuba a 37ºC · 10 minutos con 

soluci6n de citrato de sodio pH: 7 .4 con a9itaei&l leve. E~te proceso de i!, 

oabaci& can la soluc:Len de citratos se repite dos veces mh para eliminar

.las c6lulas epiteliales. Posteriormente se lava el lben intestinal ccn SSB 

.fria y se anuda el intestino por los extremos procediendo a frotarlo manual 

mente, para obtener las cllulas linloides. La S\lSpensi&l intestinal es co -- . 
lectada, repitibdose tres veces este procedimiento:• Las suspensiones totA

les se decantan para eliminar los lr&9llflltos gruesos y se cancentran por -

ccntrifugaci6n a 2500 rpm, 10 •minutos, 4ºC• Las cflulas se lavan tres veces 

por centritu¡¡aci6n a 2500 rpm, lP ft\inutos, 4•c y se resuspenden en sse que

contiene metronidazol (soluci&l inyectable Vertisal) incubando la susp~ -

si&i a 37°C, 30 minutos para eliminar los parisitos existentes• Las dlulas 

se lavan tres veces con SSB tr!a. 

Para determinar si el metronidazol no afecta la .l.'Unci6n de lu dlJ! -· 

las obtenidas de intestizao, se realizan ensayos de c&lul.as productoras de -

anticuerpos (CPA), utilizando c'1ulas de bazo de ratas inmunizadas can eri-
. -

troci tos de camero e inC1.1badas con diferentes CQllCelltraciones del .firmaco 

como se muestra en la !fl'ilic:a lfo.;· i.· Las r&tas se mantienen (ocho diaa as.
tes de sacrificarlas) can ingesti6n de una •spensi6n oral de metronidazol.:. 

(flagyl) colocada en el agua, para disminuir el ndmero de parAsitos contam! 
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3.2 OBTENCION DE LINFOOITOS DE BAZO. 

Los linfocitos de bazo se obtienen por el procedimiento descrito por -

Ford w. (47). El bazo se corta en pequeños trozos de apr6ximadamente 2-3 nun 

con tijeras afiladas. Estos fragmentos son pasados a travEs de una malla de 

pltlstico (12 x 0.3 nvn alambres/cm) con ayuda de un &molo de jeringa, y la

suspensi6n se colecta en una caja petri que contiene 10 ml de SSB. La SU,! -

pensi6n se coloca en tubos y se deja decantar por tres minutos. El sobren.!

dante se centrií'uga a 2500 rpm para colectar las cElulas, Posteriormente se 

lavan las cHulas centrií'ugando a 2500 rpm, 10 minutos, 4ºC¡ tres veces -

con SSB tria. 

3.3 OBTENCI<lf DE LINFOOITOS DE PLACAS DE PEYD. 

Una vez extra1do el intestino se lava con PBS .f'rto. Cuidadosamente se

cortm l;as placas de Peyer y se colociln ei SSB trb. Despuls se cortan en -

trozos ab peq11effos y se hacen pasar a travf s de 1111a ulla de pllstico { 12 

x 0.3 ,. alambres/cm) cOll ayuda de un &.bolo de jeringa. La suspensi&l obt.s_ 

nida se centrií'uga a 2500 rpm, 10 iainutos a 4°C, Se resuspenden las ctllulas 

en SSB con dithiotreitol lllM, incubando a temperatura Ulbiente 5 min1&tos,· -

can agitaci6n leve para eliainar el moco adherente. Las cllulas se lavan -

tres veces centrlla&gmdo a 2500 r1>11, 10 ainutos a 4ºC y se resuspenden en -

SSB. 

4• CCll'fEO C!WW Y DIFERENCIAL. 

11 n6aero de linfocitos de intestino, bazo, pl..::as de Peyer y gangU.o

linlltico MHntf:rico H detemina por conteo hemo<:itOlll6t:rico en cAura de

cle leWb•er, utiliamdo colorante cristal violeta al 0.1~.-

Por otra parte, se preparan t:rotis de las dUe:rentes 1UspensiG11es y si 

tiBen CCll colorante de Vl'ight para hacer un conteo diferencial de las c'l!

las obtenidas, utilizando las tlc:nicas de tiucien habit11ales ( 48) • 

.. ,,_ 



5. ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR. 

La viabilidad de las diferentes suspensiones obtenidas se estima de -

acuerdo al método descrito por Ford w. (47). Se prepara una soluci6n al 2%

de azul tripan en agua destilada y se filtra. Una parte de ~sta soluci6n se 

mezclá con nueve partes de la suspensi6n celular quedando una diluci6n de -

0.2%. Se deja incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.· Se llena una

cimara de Nevbauer con la l\lSpensim y se procede a contar. Las c6lulas -

viables no se tiñen can el colorante mientras que las cf!lulas no viables se 

tillen de azulo 

· 6. PIEPARACIClf DE CELULAS BLANCO. 

Se utilizan CCllO c•1uias blanco eritrocitos de carnero recubiertos cc:n 

el extracto crudo de uiiba y el lipopolisacirido. 

a) lmlB!JllIEHTO PB B!Iftcx:ItOS cm pwqro CIUI>O DE AllIM. 

El rec:ubl'imiento de los eritrocitos de carnero con extracto crudo -

de amiba ae realiza de acuerdo al mkodo descrito por Dresser.(47). Los er,!· 

trocitos de camero de Alaerver se lavan tres veces con soluci&l salina 

0~15 M centrillagmdo a 1800 rplll, 5 Min11tos, 4•c. Se tCllllD 400 u1 de paquete 

de eritrocitos lavados y se reS111pendm en 2 al de soluci& salina 0.15H. 

Se adiciona lml de extracto crudo. de amiba que tiene una concentraci&l de "."' 

20 1119/lll de proteina. Por otra part,, se disuelven rlpidameate 20 mg de l

Etil-3(3-d:imetil-aminopropil) cloruro de carbodiilllida (Ílerck) en 1111 de S,2-

l11ei6n salina 0.1511 e inmediatamente se adiciona a la aezcla de eritrocitos 

y protelna a111ibiaaa. Se aezcla y se inC11ba a temperatura ambiente 40 min! -

tos con agitaci6n ocasional. PosteriOl'lllente se lavan los eritrocitos con S,2 

luci6n salina O.l5M y se resúspenden en diluyente ( soluci6n salina 0.15 M

con 1% de alb61nina a&rica bovina ) • 

b) RECUBIIMipro DB aITICXiITOS C(l! LIPOPOLISACAIIDO DB AMIBA. 

A 200 ul de eritrocitos de camero previamente lavados se adicionan-

4 ml de soluci6n salina 0.1511 y 300 ul de lipopolisaclrido con una conc~ -
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-traci6n de 3mg/ml. Se mezcla e incuba a 37ºC una hora, con agitaci6n oc,a

sional. Los eritrocitos se lavan tres veces con soluci6n sali.Da 0.15M y se 

resuspenden en soluci6n salina con 1% de albGmina s~rica \)ovina. 

6.1 Hf.JCAGLUTINACIIJl. 

Una vez recubiertos los eritrocitos, se determina el grado de sens_!

bilizaci6n 6 recubrimiento por hemaglutinaci6n. Se utilizan placas de m! -

crotitulaci6n de pllstico (microtiter system). En cada pozo (de una l!nea

de 12 pozos) se colocan 25 ul de diluyente (soluci6n salina 0.15H con ASB-

1%). ID el primer pozo se colocan 25 ul de suero heter6logo antiamiba (Iaf 

Diagnostic Pl'oducts), ae 11ezcla y se trmslieren 25 ul al aegundo pozo se-

111ezcla y se transfieren 25 ul al tercer pozo y asi sucesiva111ente hasta el

pozo 12; quedando de esta lol'llla diluciones dobles: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, -

1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, y 114096 para el pozo 1, 

2,3 .. huta el n&lero 12 respectiYMeftte. Una vez realizadaa las diluci,2 -

nes del suero, se adicionan 25 ul de eritrocitos al o.5i predaniente •ens1 

bilizados. Se incuba a temperatura ambiente por l hora. El titulo obtenido 

se reporta como la reciproca de la lllAxiaa diluci6n en la Cual se observa -

aglutinaci6n de 101 eritrocitos. 

7 • Q8TENCISI! DI MTISUEIOS 

Se utilizan dos tipos de sueros anti-IgG y anti-lgA para el ensayo de

c&lulas prodlactoru de 1nticuerpos. 

7 ol I!fl1NI7ACICI! l>E C(l!BlOS. 

Para obtener el •t:Lsuero anti-lgG de rata, se innllmiza un conejo de

acuerdo al siguimte protocolo de ilmmizaci&. Se adldaistra una prÜIU'a

dosis de :lmlmorlo'blllina lgG de rata en una cc:ncentracUn de 4119,Ani de PI!:' 

teSna en adyuvante c:anpleto de F'l'eund~ Ql&:l.Dce d!u despu61 ae administra -

una segunda dosis de 4mg/aJ. en adyuvante incompleto de F'l'eund. Posteriol'IM! 

te en los dlas 301 311 32 se administran dosis de 250, · 500 y 1000 ugfol de -

prote!.na en soluci& salina por vla intramuscular• El sangradO del ccaejo -
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se realiza por punci6n cardiaca en el d1a 40, para obtener el suero. 

El suero anti-IgA es donado por la divisi6n de Inmunoqu1mica del In~ -

tituto Mexicano del Seguro Social, por t~cnicas ya reportadas (49). 

7.2 PREPAIACICfi DE SUERO ANTI-IsG. 

Una vez obtenido el suero de conejo anti-IgG de rata se adsorbe en -

una columna de I9G de rata Sepharosa 48. Se colocci 5 ml del suero en la C.2, 

111111& y se deja adsorber por 30 mimltos. Los antic:uupos anti-I9G q11edan P! 

gados a la col'llllla.- l>espu6s ae lava can PBS cinco veces para retirar todo -

. aquel.lo ~e no ae. pega a la c:01wma y se eluye cea allOl'tiguador glicina-JEl 

· (Sig111a) con apr6xilladamente 25 ml, obteni"4ose el antic:llerpo anti-IgG. Las 

lraccianes e1ulcLu se colectan en tubos que contienen Triinia.Base (Sigu) • 

La hCllllOltneidad del suero •ti-IgQ de rata se deteJ'lllina por imlmoelec:tro.f.2,. 

resis. 

8. BSfYO DB 91WLAS P!CDIC'l'CllAS l!B Milcumos• 
Este 111Sayo se realiza por el -'todo de Culmingba (47), ·11ediante el -

c:u&l se detectan c'1.ulu .pl'Odllctoras de anticMrpos(CP&).' 

8~1 TITYLACI(Jf DI SUEROS ct-¡19 x WJ-IsA• 

· PU'a Nftl.U' lu c'1ul.u "'9 prochacen mtic11erpo1 de la clase IgQ e -

IsrA se utili&• los 11lel'OI anti-IgQ y •ti-IgA en una diluci6n 6pt:IJlla_. 

Para ellCGlltrar e1ta dil\1Ci61l, H U..i&aD. ratas ccm eritrocitos de CU'llero 

al 50 por c:isto por v!a iatraperitanul/ Despu&s de 7 dlas post-imlmiz! -

ci&l se sacrifican las ratu y se utilizan lu c:&lulas de bazo. Se realiza

ia pJ'lleba 4e QmniDgha 11tili1111do los liatocitos de bazo, eritrocitos de -

cunero cOllO c&lulu blanco 7 diterctes diluci•es de antisuero anti-IgG y 

•ti-IgA COMO se 1111estra en las grUicas lle. 2 y lfo. 3. 

8.2 PUPAIACION DE CA1WtA8 PAJA LA PIUEBA DE CUJl!!I!QBAH. 

Las cluras de in~baci&l se prepara cm portaobjetos de 75x25na, prs_ 

viamente desgra.ados ccin 111ecc:la cr&iiica y pel'.t'ectamente enjuagados. Sobzie -
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los portaobjeto!! se colocan tres tiras delgadas (apr6x:ilnadame1te Smm de '1!!. 

cho) de cinta adhesiva de ambas caras (Tesaf'ix No. 963) que dividen dos -

!reas de apr6xima·jamente igual superficie. Un segundo portaobjetos se col,g, 

ca sobre el primero quedando unidos por las cintas. Cada cbara tiei1e un -

volumen de apr6ximadamente 100 ul •· 

Por otra parte, se hace una mezcla en placas de microtitulaci6n que -

contiene lo siguiente: 

a) 50 ul de SSB. 
5 

b) 100 u'I. de suspensi6n celular de apl'6ximadamente +5X10 cllulas en C,!• 

da pozo (tres pozos para cada imnunoglobul:lna IgK, IgG e IgA) 

e) 20 u1 de una suspmsi6n de eritrocitos de camero al 20~ recllbiertos -

cea el extracto crudo de aaiba y con el lipopolisacirido. 

d) 20 u1 de l\lero de cobayo (como llaente de COllPl•ento} diluido 1:2 en -

SSB 'I previalwl.te . adsorbido con eritrocitos de camero,· 

t) 20 u1 de l\IU'O anti•lto y anti-Igl a la diluci6a 6pU.111~ 

La mezcla se coloca can 1111a pipeta de lQO ul en cada c;lura y gstas -

se sellm can puatma9' Las cinlaras se inC11ban hOJ'izontalmellte a 37º0 por-

60 11imatos. Despu6s de una hora de inc:ubaci6n se cuentan las placas hemol! 

ticas fOl'lllAdas,' 
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v. p R o T o e o L o D E I rr o e u LA e I o ti 

l. INOCULACICN EN PLACAS DE PEYER. 

Se inoculan tres grupos de ratas cada quince d1as can un total de 

tres inoculaciones. El in6culo es de extracto de amiba 0~2ml/rata, con una 

concentraci6n de prote1na amibiana conocida, como se 11111estra en la tabla -

no. 1. 

CltUPO No. DE RATAS INOC!JLACIClf PROl'BIHA AHlBL\NA 
(ag/mJ.) 

I 15 PIDIDA 5.0 

SECllHDA 2.5 

TERCERA 1.5 

II 15 PRIMERA 10~0 

SBGllBDl "~·.o 

TEICBIA 3.0. 

III 20 PIIMBIA 30.0 

SBCIJKDl 10.0 

TBICBIA 5.0 

GRUPO 
carrROL 20 PRDIEIA SOUJCI<lf SALillA 

SECllRDl SOWCICB SALDfA 

TABLA 1; Protocolo de moculacten de ratas en placas de peyer ccn 

extracto crudo de amibas. 
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2. rnOCULACI<Ji POR VIA INTRAPERITCJiEAL. 

Se inocula un grupo de ratas con extracto crudo de amiba en una c~ -

centraci6n protéica de 5mg/ml durante cuatro meses como se muestra en la -

tabla No. 2• 

INCX:ULACI<Jl DIA PRC7l'EINA AMtBIANA 5mg/ml 
(ml) 

PRIHBIA o 0.3 ml 

SEGUNM 7 0.3 ml 

TERCBJIA 15 0.3 ml 

CUAITA 30 0.2 iil 

QUDTA 60 0~2 ml 

smA 90 0.2 111 

SBPTIMA 120 092 ml 

TABLA 2 º Protocolo de inOClllaci&l de ratas por vta intraperitcneal 

can· extracto CNdo de amiba. 
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VI. R E S U L T A D O S. 

l. OBTENCIOO DE LINFOOITOS. 

a) La tabla No. 3 muestra los resultados de la viabilidad y el núm~ -

ro de linfocitos para cada tipo de compartimento: intestino, placas de 

Peyer, ganglio lintltico mesent&-ico y bazo. 

TIPO DI CBWLAS VIABILIDAD LINFCEITOS{lll 

DITBSTillO.:: . 89t 5.6% i.mo5 9.a no4 

pp 90 2.1% 2.wo6 l.1no5 

GUI 99 1.51 6.ono6 3.2 no5 

BAZO 96 2.n 1.1no6 
1.2 no5 

TABLA No. 3. Viabilidad y daero de linfocitos obtenidos pira cada 

COlllPll't illlento. 

b) La tabla lo. 4 mestra los resultados del conteo diferencial real,! 

zado a lu suspensiones celulares obtenidas de cada compartimentos iDtest!, 

no, placu de Peyer, gmglio Untitico Msendrico y bazo. 



TIPO DE CBLULAS 

DITESTIHO pp GLH BAZO 

LINFOOITOS 94 2.9% 97 l.1% 98 2.'3% 85 1.7% 

H<Jf OOITOS 1.8 1.2% 2.2 1.0% 1.5 1.2% s.s 1.6% 

PMN 2.0 l.4% 4.5 2.2% 

CBWUS 
PLASHATICAS 4.3 2.5~ 

CEWJ.AS 
EPITILULES 3% 2i 

TABLA 10.4; Conteo difermcial de lu supeuioaes celulares obtenidu 

para cm canpartillmto. 

La grilica 1 , mestra que no existe n:inguraa alter1ei8n en la llmci6n

de las c6lulas cuando &stu se inaaba m SS8 ccn MtJ'ClllidUol. Lu c61u--
las se obtimen de ratas inllluniiadu con eritrocitos de carne1'0 al 5~. 

Cmo c'1\llas control se utiliza el lliao 1ilt .. , Pll'O • este cuo lu e! 
l\llu scm incubadas con ssa sin metrcniduol.• 

2. llEMACILUTJIACIOf. 

Lu eritrocitos de cunero sensibilizados coa extrlCto Cl'Udo de aaiba 

y lipopolisaclrido dan \Ul tttulo de 128 1 512 respectivllftlDte. 

J.· Tl'l'ULACICll J>I AJ!TISUEIOS 

La diluci6n 6pt:ima que 1111.testran los antiSllel'OS para l'nelaJ' las ~ 

noglobulinas de las clases IgG e IgA se observa • las gf&ticu lo.· 2 y - · 

No~ 3. 



4,· CELULAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS, 

Los ensayos de c~lulas productoras de anticuerpos (CPA) se realizan

antes de inocular a las ratas y después de la p1,imcra, segunda y tercera 

inoculaci6n en placas de Peyer en los dias señalados en las gr!Eicas para 

cada experimento.· Cada ensayo se realiza por duplicado, Las lecturas de -

las placas hemol1ticas se hace por quintuplicado paril cada clase de inll!!.
noglobuliDil. 

4,1 La grltica Hoó 4, muestra el primel' grupo de Htas en el cual las c,!

. lUlas linfoides de intestino y bazo son presentadas a eritrocitos de caz.

nero sensibilizados con extracto crudo de amiba • 

. 4.·2 La grltica Ko. 5, muestra el segundo fl'llpo de ratas , Bll ~ste caso -

lAs c•lulas 1:1.ntoides de intestmo y buo sCD presentadas a eritrocitos -

de camero reaabiertos con lipopl>lisacbido lllibiano. 

4,3 El tercer ¡ntpo de ratas qi¡e se inane.ja involucra la utilizac:l.tm de -

los dos tipos de andgenos, sensibilizaci6D con extracto crudo y lipopol! 

sa~ido aa:l.biao, como se observa en las 9l'Alicas lo.' 6,7,a,9,, 

4.\4 Lat tablas Ho•· 5 y Ko,• 6 rnuestr;in los resultados de era realiaado1 

tn placas de Peyv y gugÚ01 Untlticos mesenthicos 

4,5 DL las tablas lo, 7 y No,· 8 se ob1ervm los resul,tados del ppo de

rata1 innuni&adas por vS.a mtraperitoneal.· Lu c6lulas de intestino y 1>!
zo SGD pres•tad&s a eritrocitos de camero reCllbiertos ccn extracto Cl'!

do y lipopolisaclrido de Miba. · 

4.6 Bl grgpo de ratas control fla6 tl'abajado en las mismas c:aadicimes -

que las ratas probleu,' FA lste cuo se iaoclal.6 soluci6n salina est~U • 

en las placas de Peyer y se sigui& el 11ismo procedilliento que p¡ara w -
ratas problema. Los resultados del lfJ'\lPO control se muestran en las t.!,. -

blas lfo,· 9 y No,' 10.· 
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CLASE DE 
CPA/¡o

7 
CELUIJ.S ANTI GENO ANTICUERPO 

ENSAYO DIA POST-DlOOULACI<JI 
7 18 40 52 

lgM o o o o 
AgC IgA o 33 o o 

IgG o 30 o o 

' IgH o o o o " 
LPS IgA 10 o o o 

IgG o o o o 

TABLA No. 5. Grlapo de ratas inoCllladas en placas de Peyer. Respuesta 
inlmme medida en c~ltalas de placas de Peyer. 

CLASE 1)8 

CPA/ 10
7 

CELULAS AITIGENO Alft'JCUDPO 

BNSAYO DIA PmT INOOULACION 
7 18 .dCl 52 

lgK o o o o 
AgC IgA o o o o 

IgG 15 o o o 

IgM o o o o 

LPS lgA o o o o 
IIO o 20 o o 

TABLA No. 6. Grupo de ratas :inoculadas m placas de Peyer. Respuesta 

innune medida en c!llll.as de ganglio l:lnlAtico 111esent~rico. 



CLASE DE 
CPA/ 107 CELULJ\S ANTI GENO ANTICUERPO 

( 1) (2) (3) 

IgM 53 563 570 

AgC IgA 71 512 286 

Ig~ 62 544 490 

Igll 71 294 285 

LPS IgA 129 448 372 

JgG 123 993 405 

.TABLA lfo. 7. le5Ultados de ratas imm:l&adas por vla intraperitoneal. 
Respuesta :innaane 111edida en c~lulas de intestino. 

ANTIGERO CLASE DE 
CPA/ 107 CELULAS AITICUERPO 

(1) (2) (3) 

IgM 752 69 77 

AgC IgA 587 57 133 

IgG 606 43 58 

Igll 658 208 218 

LPS lgA 737 308 219 

IgG 503 154 122 

TABLA Jfo. l. ReNltados de ratas imun:l&adu por v!a intraperitoneal. 

Respuesta inmune 111edida en c&lulu de bazo. 



CLASE DE 
CPA/ l07CELULAS ANTI GENO ANTICUERPO 

Dls.A.YO DIA POST-IHOOUIACilll 

PRIMERA SEOOND.\ 
5 l2 26 27 

I9M o o o Ou 

AgC IgA o o o o 
IgQ o o o 40 

IgH o o o o 
LPS IgA o o o o 

IgQ o o o 30 

TABLA lo. 9.· Gnpo de ratu control, inoculadas • placu de Peyer con 

solw:J6n sauna. lnsayo can cllalas de :intestino. 

.AHTIGENO 

AgC 

LPS 

CWBDB 
ANTICUllPO 

IgM 

Ir& 
IgQ 

Igll 

IgA 

I G 

12 21 20 

10 10 o 

' ·o o 

19 60 o 
18 60 o 
13 o o 

TABLA No. 10~ Grupo de ratas control. Ensayo c:cn cllulas de bazo. 

'º 
10 

20 

23 

29 

2 



VII. D I S C U S I O N1 

Se detect6 la respuesta inmune humoral local contra antigenos amibi_! 

nos en intestino de ratas inoculadas en placas de Peyer. Esta respuesta -

es proporcional a la dosis de andgeno administrado. Como se observa en -

los resultados '(grificas 4,5,6 y 8), una concmtracim del andgeno de -

30 ll8fiaJ. provoca 11Da 1nejor respuesta comparada CCll la inoculaci& de CC!• 

centracicnes de 5 111foai '1 10 mg¡inl, · 

Ko ae detectara ·c~ulas productoras de anticuerpos m linfocitos de -

placas de Peyer y gangl.io• linl,ticos mesent6ricos; lo cual coincide ccm

estudios reali1ados por distintos investigadores (10,50,51,52), En estos

estudio1 se mestra q1.1e lu placas de Peyer y gmgl:los l:ini'lticos 11esent! 

ricos DO san regiones de c6lulas pl'Odllctoras de anticuerpos. La aparici&i 

de cflulas productoras de anticuerpos se da en el bazo en los primeros -

dlu despu6s de la primera · izloc:ulaci&, pero DO sucede lo 11i11Ío en la l!I!· 

·cosa intestinal 1n dende aparecen Jauta de1pu61 (d!a 17) de la segunda . ;. 

:bioc:ulaci&lé ta dismimaci8n de la1 c:6lula1 prodlaétoras de atic:uerpos s

buo y el &\111\mto p&Nlelo m intelt:lno paede explicarse de acuerdo al 112 

delo de ndgraci&l celular de1crito por Tsenr (53) ; quib en sus utudios

de tranaterencia de cAlulu l:latoides de placas de Peyer 111ema que la -

aayorla de las cflula1 prec:ur1oru de lgA llligran directameate al bazo, r.s, 

lidiendo por lo Menos cinco d!as y des)lll61 mgrilD hacia el intestino. Ho

obstante, el buo no es 6rgano esuucturalllente obligatorio en la l'llta de 

migraciaa ya que la repoblaci6n de cAlulas H reduce parcialllente mando

se realiza la transferencia a receptores esplenoctemi&ados, De Asta forma 

el andgeno inoculado en placas de Peyer, deseDCadena \llla res)lllesta iml!!,

De local que en 9\1 conjunto )lllede explicarse en base a los modelos de m,!

graci&i celular de respuesta innme local, 1110strados por diversos est!!, -



-dios sobre la inmunolog1a de las mucosas (10,42,52,54,55,56). Las células 

de placas de Peyer sensibilizadas ante el ant1geno amibiano presentado, m_i 

gran hacia el ganglio linfático mesentérico de donde pasan al conducto t,2-

rácico, de ahi a la circulaci6n sist&nica al bazo y finalmente retornan a-

la mucosa intestinal; como se describe en el sigl.licntc esquema: 

HU COSA 
INTESTINAL 

Ag 

AllIBIANO 

GANGLIO 
LINPATICO 

MESIRTDICO 

CIRCULACION 
SISTEMICA 

.· 
Áparente11ente parece que existe una respuesta mayor hacia el lipopo -

. -
lilac&rido amibiano en c:aaparacien can el extracto crudo. No obstante, se

debe c:an1ideru la smsibilizaei&i de los eritrocitos can los dos tipos de 

ant6teno1, en la eua1 ea ll&70I' la sensibilizaci6n can el lipopolisac&rido

con un d.t\llo de 512¡ que la sensibilizaci&l ccm el extracto crudo con un

dtulo de 128. 

Los anticuerpos detectados tanto en bazo como en 11Ucosa intestinal -

son ele la clase IgM, IgA e IgO. La respuesta de anticuerpos intestiJaales

ha sido demostrada durante diversas infecciones agudas como las causadas

por E. coli, Sbigella y por v. cholerae (57). Los resultados muestran una-- - -
tendencia hacia la elevaci&i de cglulas productoras de antiC1.1erpos de ia -
testino, despu6s de la tercera inoculaci6 n. Lo anterior ocurre para los -
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dos tipos de antígenos: lipopolisac~rido y extracto crudo de amiba, gr!

ficas No. 6 y No. B,. Esto nos da evidencias de una respuesta de memoria

por parte del sistema inmunol6gico intestinal. El sistema inmune de las -

mucosas exhibe una respuesta de memoria en ambos sistemas.celulares tanto 

T como B. La respuesta local de memoria puede ser generada siguiendo la -

aplicaci6n sistem!tica del andgeno. Por otra parte, algunos estudios han 

mostrado evidencias de que la respuesta iJ\lmme hwloral y celular es mejor 

inducida por inmunizaci6n local (58) • 

Las ratas inoculadas por v1a intrap!ritoneal 11111estran un respuesta -

11111eho 11enor que la3 ratas inoculadas en placu de Peyer. Es generümente

aceptado que la innunidad en el intestino u iae,tor inducida por v!a tras.· 

. to gastrointestinal que por v!a parenteral '53). Dependiendo de la dolis

la :innuni&aci&l parenteral )lllede candllcil' a la aparic:Len de. ~tieuerpos • 

locales en el intestino, preSW11iblemente debido a la disealinaci&l de c:.¡

ticlades S\lfieientes de amdgeno para alc1111ar el 1iste111a linfoide intest,! 

na1 (57). Este CGDcepto es coacOl'dante con los resultados obtm:ldos, Pile! 

to que se detecta una respuesta de c6lulas pl'Odlactoras de 111tieuerpos en

intest:lno de ratas inoculadas por v!a intraperitcneal, 

El estudio de la res)lllesta :i.nMune por parte del tejido intestinal en 

la amibiasis es importante, debido a que la primera tase de iuu:Un por

el pat8geno Entamoeba bistolySie& es Sil adherencia a las c&lulas epiteli¡ 

les intestinales,· Se conoce .que anticuerpos IgG especllic::os para la lect,! 

na (59), los c:uales inhiben in vitro la adhesi&i de las amibas a las c~l~ 

las epiteliales humanas (60), as! tambib, la IgA parece interteril' en la 

adhesi6n de la amiba a las c:~lulas epj.teliales (61,62). 
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VIII. e o N e L u s I o N E s. 

Se obtuvo una respuesta inmune de tipo humoral local contra ant.!, 

genos de Entamoeba histolytica en ratas inoculadas en placas de Peyer, -

mediante la detecci6n de células productoras de anticuerpos a nivel i~

testinal. 

La magnitud de ~sta respuesta inmune local va relacionada con la 

concentraci6n, dosis y de la vta de administraci6n del andgeno. Una 111!:" 

yor respuesta local contra los ant!genos amibianos es mejor inducida por 

la inoculaci6n de cantidades suficientes del and.geno en placas de Peyer

que por inoculaci6n .por v!a intraperitoneal. 

Se detectaron células productoras de anticuerpos en mucosa :La -
testinal y bazo, pero no as! en placas de Peyer y Ganglios lintAticos 111.t" 

sent6ric os. Se considera que 6ste tipo. de respuesta es secundaria, ya -

que con la tercera inoculaci6n la magnitud de la respuesta es mayor y m!s 

rápida comparada con la respuesta inicial. 

Resulta de gran importancia considerar la respuesta inmune local 

en la amibiasis, ya que el inter~a que se tiene en el desarrollo y coa -

trol de la respuesta inmune local en el hwnano va relacionado con la es -
' -' 

trategia de la inmunizaci6n oral, con el prop&sito de inducir protecci&n

c:ontra Entamoeba histolrtic!• 
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A P E N D I C E. 

1. Soluci6n amortiguado1•a de fosfatos pH: 7,2, ~.1511 (PBS). 

NaCl a.o gr 

ICl 0.2 gr 

Na2HP04 1.15 gr 

Dl2P04 0.2 gr 

Agua destilada 1000 1111 

2. Soluci6n salina balanceada (SSB) 

a) Glucosa 10.0 gr 

IH2P04 o.6 gr 

Ha2HP04(12H20) 7.6 gr 

Rojo de fenol 0.1 gr 

Agua destilada 1000 m1 

b) CaC12.2R20 1.86 gr 

ICl 4.0 gr 

NaCl so.o gr. 

MgC12.6H20 2.0 gr 

MgS04.7H20 2.0 91' 

Agua destilada 1000 1111 

Esterilizar ambas soluciones a 12lºC1 15 libras, 10 minutos. 

Para usar: 100 ml de a y 100 ml de b se mezclan y se aforan a 

1000 ml. Se adiciona 0.1% de albGmina s~rica bovina. 
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3. Soluci6n de Citrato de Sodio pH: 7.2 

NaCl 5.61 gr 

IH2P04 1.088 gr 

Na3C6H507 .2H20 7.94 gr 

ICl 0.111 gr 

Agua destilada 1000 ml 

4. Soluci6n salina o.15 M 

NaCl 8.7 gr 

Agua destilada 1000 1111 

5. Sol~ci6n Glicina.-HCl pll:2 

Glicina 15.0 gr/lt. 

Ajustu el p~ a 2 COll leido clorh1drico l H. 
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