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l. RESUMEN 

En este trabajo se logró inducir la producción sistémica de anticuerpos 

dirigidos contra extractos de trofozoítos de Entamoeba histolytica inmunizando 

ratones por vía oral. 

En estudios realizados con animales inmunizados por la vía oral se ha 

demostrado que los antígenos pueden inducir una respuesta de tolerancia o 

supresión o bien pueden estimular la respuesta inmune tanto a nivel celular como 

de producción de anticuerpos. Los seres humanos asintomáticos que residen en 

zonas endémicas de la amibiasis presentan anticuerpos en circulación dirigidos 

contra E. histolyt jca. Estos anticuerpos aparentemente no son protectores, pues 

algunos individuos de zonas endémicas pueden presentar amibiasis invasiva. 

El propósito de este trabajo fue despertar una respuesta inmune contra 

antígenos de E.. histolytica en animales inmunizados por vía oral , también se 

quería saber si era posible encontrar estos anticuerpos en circulación y conocer 

que isotipos de inmunoglobulinas a nivel sistémico se producían en respuesta a 

este antígeno presentado en el tracto gastrointestinal. Para ello se inmunizaron 

ratones de la cepa BALB/c, en repetidas ocasiones con antígenos de E.. 

histolytica por vía oral y por vía intraperitoneal como control. 
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Primero se buscó la presencia de células formadoras de anticuerpos (CFA) 

por la técnica de Jeme modificada por Cunningham, en placas de Peyer y bazo 

de los ratones inmunizados por vía oral y en el bazo de los ratones inmunizados 

por vía intraperitoneal. En los animales inmunizados por vía intraperitoneal se 

detectaron células formadoras de anticuerpos lgM, lgG e lgA en bazo. En los 

animales que fueron inmunizados por vía oral no se detectaron CFA anti-amiba 

en placas de Peyer ni en bazo. 

Un dato relevante encontrado en el presente trabajo fue que, en ratones 

inmunizados en múltiples ocasiones por vía oral con antígenos amibianos y a los 

que posteriormente se les inmunizó con una sola dosis por vía intraperitoneal con 

glóbulos rojos de carnero, se determinó la presencia de CFA contra glóbulos 

rojos de carnero en el bazo, sin embargo es importante destacar que la respuesta 

fue en ascenso conforme era mayor el número de inmunizaciones por vía oral 

con los antígenos amibianos. Ya que existen antígenos que son capaces de 

inducir una activación policlonal, estos resultados sugieren que se trata de una 

activación policlonal inducida con los antígenos amibianos administrados por vía 

oral, incluyendo células productoras de anticuerpos dirigidos contra antígenos 

presentes en los glóbulos rojos de carnero o también que se estén generando 

anticuerpos contra polisacáridos que dan reacción cruzada con glóbulos rojos de 

carnero. 
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Al no encontrar CFA anti-amiba en las placas de Peyer ni en el bazo de los 

ratones inmunizados se determinó la respuesta sistémica de anticuerpos dirigidos 

contra E.. histolytica de manera cualitativa utilizando la técnica de lnmuno-dot y 

de manera cuantitativa por ELISA. En los animales inmunizados por vía 

intraperitoneal la respuesta obtenida es principalmente del isotipo lgM, 

aumentando después de la primera inmunización, seguida en intensidad por lgG 

la que también presenta una tendencia a aumentar conforme se aumenta el 

número de inmunizaciones, siendo estadísticamente significativo al analizarlo 

mediante una prueba de comparación múltiple con prueba de t con correción de 

Bonferroni . No se encontró un aumento en la respuesta de lgA. 

En aquellos ratones que fueron inmunizados por vía oral , se encontró que 

la respuesta es predominantemente del isotipo lgM seguida en intensidad por 

una respuesta de lgG, siendo el incremento de estos dos isotipos 

significativamente distinto con respecto a los valores basales encontrados. 

Aunque la respuesta de lgA fue menor y sin significancia estadística, se observó 

que en las curvas de concentración de anticuerpos de todos los isotipos, existe 

una tendencia a aumentar sobre todo después de ocho inmunizaciones, siendo 

esto más evidente para el isotipo lgM. Probablemente no se obtuvieron niveles 

altos de lgA dirigidos contra las amibas, por que estaban siendo desviadas hacia 

secreciones y hacia la luz intestinal, donde se encontraba el antígeno amibiano 

que era administrado a los ratones cada cuatro días por vía oral. 
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En base a los resultados que se obtuvieron en este trabajo se demostró 

que se logró inducir una respuesta sistémica al inmunizar ratones por vía oral con 

extractos de E.. histolytica manifestada por la presencia de anticuerpos anti-amiba 

en circulación comparable a lo observado en el suero de las personas sin 

amibiasis invasiva y que habitan en zonas endémicas de esta parasitosis. 



11. 1 N T R O O U C C I O N 

La amibiasis se define como la infección con o sin síntomas cl ínicos, 

ocasionada por el protozoario parásito Entamoeba histolytica ( 1 - 2 ). 

Esta enfermedad se presenta principalmente en poblaciones cuyas 

condiciones higienice-dietéticas son deficientes. La amibiasis es una enfermedad 

que se presenta con mayor frecuencia en países tropicales y subtropicales, sin 

embargo, también se encuentra en regiones de clima frío ( 3 - 7 ). 

El ciclo de vida del parásito se incia con la ingesta de agua y al imentos 

contaminados con quistes, que son las formas infectantes. Posteriormente , se 

inicia el proceso de desenquistamiento en el colon, liberándose una amiba 

tetranucleda, la cual forma entonces cuatro amébulas que dan lugar a ocho 

amébulas. Estas crecen, se dividen por fisión binaria y continúan multiplicándose. 

Se ha propuesto que cuando las condiciones del medio no son propicias se 

inicia el proceso de enquistamiento. Entonces el trofozoíto se convierte en 

prequiste, el que al madurar dar lugar al quiste. Los quistes son eliminados con 

las heces fecales, completándose de esta manera el ciclo de vida de .E.. 

histolytica ( 8 - 11 ). 

Observaciones clínicas y estudios histopatológicos indican que la 

patogenicidad depende de factores tanto del hospedero como del parásito. La 

edad y el sexo son factores del hospedero que influyen fuertemente en la 

patogénesis de la amibiasis, ya que se ha observado que las formas fulminantes 
., 
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de la enfermedad son más frecuentes en niños que en adultos y el absceso 

hepático amibiano es más frecuente en hombres que en mujeres , en una 

proporción 3: 1. Las condiciones de higiene y el estado nutricional del hospedero 

son otros de los factores que influyen en la susceptibilidad , ya que se ha 

asociado un alto índice de desnutrición con amibiasis intestinal y con absceso 

hepático ( 12 - 14 ). Otro . factor son los cambios hormonales, como los que 

ocurren en el embarazo ( 4 , 15 ). También el estrés y el estado inmunológico 

del sujeto. El pH , el potencial de óxido-reducción y la flora bacteriana presente 

en colon se han propuesto como factores que favorecen la expresión de la 

patogenicidad amibiana ( 8, 15 - 19 ). Algunos autores sugieren la asociación de 

marcadores del sistema HLA con la susceptibilidad de desarrollar absceso 

hepático amibiano ( 20 -21 ). 

Dentro de los factores que confieren patogenicidad al parásito se 

encuentran: a) enterotoxinas, b) enzimas proteolíticas, c) proteínas formadoras 

de canales y sustancias semejantes a ciertos neurotransmisores ( 1 O, 22, 23 ). 

La capacidad de adherencia a las células blanco y los mecanismos para evadir 

los mecanismos de defensa del hospedero son factores primordiales que influyen 

en la patogenicidad de las amibas ( 1 O , 11, 24 - 28 ). 

Los medios para el cultivo axénico de E.. histolytica , han permitido ampliar 

el estudio de la relación hospedero-parásito , así como los conocimentos de la 

biología celular y molecular del parásito ( 29 ). Sin embargo, el cultivo axénico de 
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las amibas también presenta ciertas desventajas, como la disminución en la 

virulencia de los organismos ( 30 - 32 ). 

En 1968 Diamond describió el medio de cultivo TPS-1 para el cultivo 

axénico de E, histolytica ( 33 ). Posteriormente en 1978 el mismo Diamond 

desarrolló el medio TYI-S-33 para evitar la variaciones en el número de 

organismos producidos en el TPS-1 ( 34 ). 

En el año de 1988 Said-Fernández y col. desarrollaron un medio de cultivo 

al que denominaron PEHPS por las iniciales de sus principales componentes . 

Este medio posee las mismas ventajas que el TYI-S-33 y además es más estable 

que otros medios de uso corriente por lo que se puede almacenar durante más 

tiempo y permite obtener mayor cantidad de microorganismos ( 35 ). 

Muchas de las dudas que surgen de los estudios clínicos se han resuelto 

utilizando modelos animales. La amibiasis no ha sido la excepción. Dentro de las 

especies utilizadas para desarrollar modelos de infección amibiana se encuentra 

el conejo ( 36 - 38 ), el mono ( 39 ), el perro ( 40 ), la rata ( 41 - 44 ), el cobayo y 

el hámster. El cobayo se ha utilizado mucho en estudios de amibiasis en colon ( 

45 - 48 ). El hámster se usa con frecuencia en los modelos de amibiasis hepática 

( 49 - 57 ). Recientemente se ha utilizado el gerbil debido a la susceptibilidad que 

presenta para desarrollar tanto la amibiasis intestinal como la hepática ( 58 - 59 ). 

En años recientes se ha utilizado al ratón como modelo experimental. En estos 

animales, al igual que en los otros modelos, no ha sido posible producir infección 
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por la vía oral que es la ruta natural. Sin embargo, el ratón presenta ciertas 

características que le confieren ventajas sobre los otros modelos para el estudio 

de la respuesta inmune contra la amibiasis. La más importante es que el sistema 

inmune del ratón ha sido ampliamente estudiado, además existe la disponibilidad 

de una gran variedad de cepas genéticamente puras, dando por resultado una 

gran estabilidad y reproducibilidad en los resultados. Además, comercialmente se 

cuenta con cepas que presentan deficiencias inmunológicas específicas. 

También se encuentran disponibles marcadores celulares y herramientas 

inmunológicas tales como los anticuerpos monoclonales, ( 42 , 60 - 69 ). 

La respuesta contra E. histolytjca se inicia principalmente en mucosas. El 

tejido linfoide de tubo digestivo forma parte del llamado tejido linfoide asociado a 

mucosas ( MAL T por sus iniciales en inglés ) , y en este caso concreto se le 

denomina tejido linfoide asociado a intestino ( GAL T por sus inciales en inglés ). 

El GAL T se encuentra integrado por los siguientes compartimentos: amígdalas, 

placas de Peyer, células linfoides distribuídas en forma difusa en lámina propia, 

el compartimento intraepitelial, apéndice cecal, nódulos linfáticos solitarios del 

intestino grueso y el tejido linfoide asociado a glándulas anexas ( lagrimales, 

sistema hepato-biliar) ( 71 - 73 ). 

Esta compleja organización permite establecer la respuesta humoral o 

celular adecuada al tipo de antígeno que se presenta. 

El GAL T posee zonas aferentes y eferentes de respuesta. Las placas de 
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Peyer, el apéndice cecal y las amígdalas palatinas son zonas aferentes donde se 

captan antígenos capaces de iniciar respuestas inmunitarias; mientras que los 

linfocitos de la lámina propia y los intraepiteliales son células primordialmente 

eferentes, capaces de producir inmunoglobulinas e inmunidad mediada por 

células ( 72 - 75 ). 

Las placas de Peyer son un conjunto de nódulos linfáticos localizados en 

la mucosa de intestino delgado. Se distribuyen a lo largo del intestino, desde el 

duodeno hasta el íleon. Cada nódulo presenta un centro germinativo cercano a la 

muscularis mucosae , y un "casquete" o polo en contacto con el epitelio. El 

epitelio que las recubre es de tipo columnar bajo formado por células 

denominadas M debido a que presentan micropliegues. A través de ellas , 

mediante endocitosis, pasan las sustancias provenientes de la luz intestinal hacia 

los folículos linfoides ( 72 ). En la región subepitelial y en las áreas 

interfoliculares existen abundantes células dendríticas presentadoras de 

antígeno. En la zona internodular subyacente se localizan linfocitos T 

principalmente, de tipo cooperador. Finalmente, en la parte más interna se 

encuentra un centro germinativo, en donde están localizados los linfocitos B que 

poseen lgM e lgA de membrana ( 73 - 75 ). 

En la lámina propia y en el compartimento intraepitelial la distribución 

celular se inicia con los linfocitos intraepiteliales, que son principalmente de tipo 

citotóxico/supresor. En la lámina propia se encuentran linfocitos T cooperadores 

y T supresores ( 72, 73, 76 - 78 ). Es conocido que estas dos subpoblaciones de 
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linfocitos regulan la respuesta de tipo lgG e lgA ( 72 - 74, 77 - 80 ).También se 

encuentran macrófagos, neutrófilos, eosinófilos y células plasmáticas productoras 

de anticuerpos ( 72, 73, 81 - 83 ). 

Al pasar el antígeno de la luz intestinal al tejido a través de las células M , 

éste es captado por las células presentadoras de antígeno ( CPA ), las cuales lo 

procesan y lo presentan a los linfocitos T y B. En placas de Peyer se encuentran 

linfocitos T que actúan sobre los linfocitos 8 para que se lleve a cabo el cambio 

de isotipo de lgM a lgA de membrana. Los linfocitos ya sensibilizados migran a 

través de los linfáticos interfoliculares, llegando por los linfáticos aferentes a los 

ganglios mesentéricos. Posteriormente llegan al conducto torácico y de allí pasan 

a la circulación general llegando de esta manera a la lámina propia donde una 

subpoblación de linfocitos T, diferente a la encontrada en placas de Peyer, 

induce la diferenciación terminal de células B a células plasmáticas productoras 

de anticuerpos ( 73 , 84, 85 ). 

Los anticuerpos liberados en la lámina propia pueden seguir dos rutas. 

Una es pasar a circulación general y la otra es la producción de lgA secretoria , 

la cual será exocitada a la luz intestinal, donde inhibe la unión del antígeno a la 

mucosa intestinal o se combina con los antígenos para neutralizarlos y que 

entonces sean eliminados por el peristaltismo ( 84, 86, 87 ). 

Existen diversos factores que influyen en la respuesta del GAL T hacia los 

antígenos: uno es la edad del individuo, ya que se ha visto que en los recién 
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nacidos los antígenos alimentarios penetran la mucosa en forma masiva 

induciendo una respuesta de anticuerpos ( 80, 88 ). Otros factores son : a) el 

estado inmunológico, esto es si ya ha sido expuesto antes el organismo al 

antígeno, b) el estado de salud del individuo, el cual comprende el 

funcionamientodel intestino, la flora del tracto gastrointestinal ( 89 ), el tránsito 

intestinal y la permeabilidad e integridad de las mucosas ( 90 - 94 ), c) el estado 

nutricional; se ha observado que en sujetos con desnutrición aumenta la 

susceptibilidad a las infecciones debido, en parte, al deterioro de la respuesta 

inmune ( 95 - 97 ). Otros factores son: a) la naturaleza del antígeno, donde se 

incluyen las características físico-qu ímicas del mismo ( 98 - 101 ), si es 

administrado en forma soluble o particulada ( 102 - 111 ) o utilizando adyuvantes 

( 112 - 116 ), b) la toma, c) el procesamiento, d) la presentación del antígeno, e) 

la dosis y f) la frecuencia en la administración del mismo. Un antígeno puede 

inducir tolerancia o generar una estimulación obteniéndose una respuesta 

inmune dependiendo de la dosis en que se administre ( 117, 118 ). 

Una idea comunmente aceptada es que los antígenos que entran por la vía 

oral inducen tolerancia o supresión del sistema inmune. En los casos en que esta 

condición se rompe, se genera una respuesta y se produce por ejemplo, un 

estado de alergia a los alimentos, lo cual es nocivo para la salud del individuo y 

amenaza la sobrevivencia de la especie ( 119 - 121 ). 

Con respecto a la respuesta inmune del intestino en contra de .E.. 

histolytica , un hecho epidemiológico digno de mayor atención es que los 
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individuos que residen en zonas endémicas de amibiasis presentan anticuerpos 

circulantes dirigidos contra las amibas, aún cuando estos individuos tengan 

exámenes coproparasitoscópicos negativos y no presenten sintomatología de 

amibiasis ( 4 , 5 

, 9 , 1 O ). Esta situación nos hace inferir que , al menos en la respuesta inmune 

contra E... histolytica en humanos, la presentación de antígenos amibianos al 

sistema inmune por vía oral no conduce necesariamente a la inducción de 

tolerancia o supresión . 

Basándonos en esta inferencia y sabiendo que los antígenos amibianos 

que estimulan al sistema inmune del tracto gastrointestinal provienen de 

trofozoítos originados de la forma infectiva ( quiste ) ingerida en bebidas y 

alimentos contaminados , surgió entonces la siguiente pregunta: 

a) ¿ Es posible implementar un modelo experimental en ratones, en el 

cual se estimule la respuesta de anticuerpos anti-amibas administrando 

directamente los antígenos de trofozoítos por vía oral ?. 

Se conoce que los antígenos administrados por vía intraperitoneal, por lo 

general se comportan como buenos inmunógenos, pues inducen una intensa 

respuesta de anticuerpos a nivel sistémico. De acuerdo con esto se hizo el 

siguiente planteamiento: 

a) ¿ Las moléculas amibianas se comportan como buenos inmunógenos si 

son administradas tanto por vía oral como por vía intraperitoneal ?. 
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Se decidió inmunizar ratones por vía oral para estudiar la posibilidad de 

despertar una respuesta inmune en este modelo. 

De acuerdo a lo anterior se planteó la siguiente hipótesis: 



HIPOTESIS 

Los ratones inmunizados por la vía oral con antígenos totales de 

trofozoítos de Entamoeba histolytjca, son capaces de responder 

inmunológicamente produciendo anticuerpos anti-amibas en vez de inducirse 

tolerancia. 

14 



OBJETIVOS 

1) Determinar la velocidad del tránsito intestinal en el ratón BALB/c para saber si 

el tiempo de estancia del antígeno en la luz intestinal es suficiente para 

establecer el contacto adecuado con el sistema inmune del tracto gastrointestinal 

de los animales. 

2) Determinar la presencia de células formadoras de anticuerpos lgM, lgG e lgA 

anti-amiba en placas de Peyer y en bazo de ratones inmunizados por vía oral con 

antígenos de .E.. histolytica ; y de esta manera determinar si existe una 

estimulación del sistema inmune gastrointestinal por el antígeno amibiano. 

3) Determinar la presencia de células formadoras de anticuerpos anti-amiba en 

bazo de ratones inmunizados por vía intraperitoneal y comparar esta respuesta 

con la respuesta obtenida en ratones inmunizados por vía oral. 

4) Determinar cualitativamente la presencia de anticuerpos anti-amiba en suero 

mediante la técnica de lnmuno-dot , para detectar anticuerpos anti-amibas a nivel 

sistémico en ratones inmunizados por vía oral e intraperitoneal. 

15 
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5) Cuantificar el título de anticuerpos anti-amiba por la técnica inmunoenzimática 

de ELISA en el suero de ratones inmunizados por vía oral y vía intraperitoneal. 



111. M A T E R I A L Y M E T O D O 5 

1) ANIMALES 

Se utilizaron ratones BALB/c adultos, de ambos sexos ( 8-12 semanas de 

edad ) . Los animales se mantuvieron en el bioterio a una temperatura de 18 a 

20ºC, en jaulas de acrílico con cubierta de rejilla metálica y se alimentaron con 

nutricubos para roedores ( Purina U.S.A.) y agua estéril ad libitum. Los animales 

procedían de nuestro bióterio a excepción de 40 animales que fueron adquiridos 

con un proveedor local. Antes de proceder a inmunizar todos los animales fueron 

tratados previamente con Metronidazol durante 1 O días y se dejaron pasar siete 

días antes de proceder a utilizarlos. 

2) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE TRANSITO INTESTINAL 

Se les administró a los ratones 0.4 mi de colorante vegetal comestible de 

color verde ( Me Cormick, México, D.F., Méx.) , por medio de una sonda 

orogástrica, para lo que se utilizó un catéter de linfangiografía. Los ratones 

fueron previamente anestesiados con éter. 

Los ratones se sacrificaron a diferentes tiempos ( 1 O, 25, 45, 60, 90 min. y 

2, 3, 1 O, y 24 horas ) , por dislocación cervical. Enseguida se extrajeron 

estómago, intestino delgado y colon para determinar la localización del colorante 

administrado y hacer el registro fotográfico. 

17 
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Para determinar la trayectoria del colorante a lo largo del tracto 

gastrointestinal , éste se dividió de manera arbitraria en estómago, primero, 

segundo y tercer tercio de intestino delgado y primera y segunda mitad de 

intestino grueso. 

3) TROFOZOITOS DE Entamoeba histolytica cepa HK-9 

Los trofozoítos fueron cultivados axénicamente en el medio de cultivo 

PEHPS a 37°C ( 35 ). Las amibas se obtuvieron al final de la fase logarítmica de 

crecimiento por enfriamiento de los tubos en agua a 4ºC por 15 minutos, 

centrifugándose a 1500 rpm durante 15 minutos y realizándose dos lavados con 

solución PBS de Diamond. La cantidad de trofozoítos se determinó contando con 

un hematocitómetro. Los trofozoítos fueron donados por el Dr. Salvador Saíd 

Fernández del Centro de Investigación Biomédica del Noreste del Instituto 

Mexicano del Seguro Social. Posteriormente se procedió a liofilizar y se realizó la 

determinación de la concentración de proteínas directamente de los trofozoítos 

mediante el método de Bradford ( 122 ). 

4) PREPARACION DEL ANTIGENO PARA INMUNIZACIONES. 

Para las inmunizaciones por vía oral se pesaron diferentes cantidades de 

trofozoítos de .E.. histolytjca liofil izados : 0.1 , 1.0 y 3.0 mg de peso seco del 

antígeno total por dosis, equivalente a 0.048 , 0.48 y 1.45 mg de proteína por 

Bradford, respectivamente. Después de pesar, el antígeno se resuspendió en 

solución salina 0.85 % pH 7.2 - 7.4 o en aceite de hígado de bacalao ( 0.2 mi por 

dosis ). Para las inmunizaciones por vía intraperitoneal el antígeno se pesó a 

razón de 3 mg de antígeno total por dosis y se resuspendió en adyuvante 
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incompleto de Freund para hacer la primera inmunización. Para las subsiguientes 

inmunizaciones, el antígeno se resuspendió en solución salina ( NaCI 0.85 % ). 

Las suspensiones se sonicaron tres veces, por 20 seg. cada una, con ciclos 

ajustados a 50 % ( Sonicador Branson 450, Sanie Power Ca., Danbury, Conn. 

USA). 

5) EXTRACTO TOTAL AMIBIANO 

El extracto total se utilizó para los ensayos de lnmuno-dot y de ELISA y 

para la sensibilización de glóbulos rojos de carnero para aplicar la técnica de 

Células Formadoras de Anticuerpos. El extracto se obtuvo sometiendo a los 

trofozoítos a una extracción con cloroformo:metanol. La fracción insoluble ( 

fracción IC:M ), se resuspendió en amortiguador salina fosfatos ( PBS ) 0.15 M , 

pH 7.4, se sonicó tres veces durante 20 segundos cada vez con ciclos ajustados 

· a 50 % ( Branson 450, Sanie Power Co., Danbury, Conn. USA. ). Enseguida se 

centrifugó a 1100 g/min , durante 5 minutos. Se tomó una alícuota para 

determinar la concentración de proteínas por el método de Bradford y el resto se 

guardó en congelación a -70ºC en alícuotas de 1 mi. 

6) DETERMINACION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS (CFA) 

POR LA TECNICA DE JERNE MODIFlCADA POR CUNNINGHAM. ( 123) 

El método de placas hemolíticas permite visualizar pequeñas cantidades 

de anticuerpos líticos ( 1 o3 - 106 moléculas ), liberados por una sola célula 

plasmática. 



20 

El fundamento de la técnica es el siguiente: 

Una suspensión de linfocitos sensibilizados más una densa suspensión de 

eritrocitos indicadores ( eritrocitos que contienen en la superficie el antígeno con 

el que fue inoculado el ratón donador de la suspensión de linfocitos ), y suero 

como fuente de complemento, son colocados en una cámara de Cunningham 

donde después de incubarse durante una hora a 37°C aparecen placas líticas 

que revelan la presencia de células formadoras de anticuerpos anti-antígeno 

administrado. Esta técnica permite contar células individuales productoras de 

anticuerpos, aún cuando constituyan una minoría en la población de linfocitos. El 

método permite determinar el número de células productoras de lgM , ya que esta 

inmunoglobulina es muy eficiente para disparar la vía clásica del complemento. 

Para medir células productoras de lgG o lgA se utilizó el método indirecto 

con anticuerpos anti-lgG o anticuerpos anti-lgA. 

A continuación se especifican las condiciones experimentales de cada una 

de las variables. 

6.1 INMUNIZACIONES PARA LOS ENSAYOS DE CELULAS 

FORMADORAS DE ANTICUERPOS ( CFA ) 

Se inmunizaron 105 ratones ( machos y hembras ) de la cepa BALB/c , por 

vía oral con antígeno de E.. histolytica. Se hicieron grupos que se inmunizaron de 

1 a 5 veces, con una inmunización diaria. Se sacrificaron de 1 a 7 días después 

de la última inmunización. 
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Se inmunizaron cinco ratones por vía intraperitoneal con antígeno de .E.,_ 

histolytica , tres dosis, una por semana. Se realizó la búsqueda de CFA una 

semana después de la última inmunización. 

Como control se inmunizó un ratón en cada experimento, con 0.2 mi de 

glóbulos rojos de carnero al 1 O % por vía intraperitoneal y se sacrificó una 

semana después de la inmunización. 

6.2 TECNICA DE JERNE MODIFICADA POR CUNNINGHAM PARA 

DETECCION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS EN 

PLACAS DE PEYER. 

A) Se sacrificó el ratón previamente inmunizado con antígeno amibiano por vía 

oral, por dislocación cervical y se procedió a realizar una incisión en la línea 

media del abdómen. 

B) Posteriormente se extrajo el intestino delgado y se localizaron las placas de 

Peyer. Las pinzas se colocaron por debajo de la placa de Peyer y se obtuvieron 

cortando al ras de la pinza. 

C) Las placas de Peyer se colocaron en una caja de Petri mantenida sobre 

hielo y que contenía de 5 a 7 mi de solución amortiguadora ( Ver tabla 1 ). 
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D) Se disgregó el tejido por presión con ayuda de unas pinzas de disección 

sin dientes y la suspensión celular se pasó con una pipeta Pasteur a un tubo de 

ensayo de 15 mi de capacidad que se encontraba en un recipiente con hielo. 

E) La caja de Petri se lavó con 5 mi de solución amortiguadora ( ver tabla 1 ) 

para recuperar las células que pudieran haber quedado adheridas en el fondo 

de la caja y se agregaron al tubo que contenía las primeras células 

recuperadas. 

F) El tubo con la suspensión celular se dejó reposar 1 min. para que 

sedimentaran los detritus celulares. Posteriormente el sobrenadante se 

transfirió a un tubo cónico de 15 mi de capacidad y se centrifugó a 1100 x/g 

por 5 min. en una centrífuga refrigerada ( Beckman T J-6 , USA ). 

G) Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón celular golpeando 

suavemente la parte inferior del tubo. Después se agregaron 1 O mi de solución 

amortiguadora ( ver tabla 1 ) y se tomaron dos alícuotas de 50 µI cada una, la 

primera de éstas se colocó en un tubo que contenía 0.45 mi de azul tripano al 

0.1 % , para determinar la viabilidad celular. La segunda alícuota se colocó en 

un tubo con 0.45 mi de ácido acético al 2% ( dilución de las células 1: 1 O ), se 

mezcló con vibrador eléctrico y se contaron las células en una cámara de 

Neubauer ( American Optical, Scientific lnstruments Div. , N.Y. , USA). Se 

permitió que sedimentaran las células durante un minuto y se contaron con un 



microscopio de campo claro ( Carl Zeiss , West Germany. ) con el objetivo seco 

débil ( 10 X). 

H) La suspensión de células se centrifugó nuevamente en las mismas 

condiciones. Después del segundo lavado se descartó el sobrenadante y las 

células se resuspendieron en solución de trabajo ( D-PBS, solución de Hank o 

solución salina modificada ). 

1) Las células se ajustaron a una concentración de 5 X 106 células por mi en 

medio RPMI ( Sigma R 4130 ) con 5% de suero de ternera fetal ( STF ). 

J) Se tomaron 0.2 y 0.4 mi de la suspensión celular y se colocaron en otro 

tubo, a este se le añadieron 0.2 mi del sistema indicador que consta de: 

- Eritrocitos de carnero cubiertos con antígeno ( al 10% ó 20 % ). 

- Solución salina modificada ( NaCI 0.85 % , glucosa 20 %, CaCl2 

0.3M y MgCl2 0.3M ). 

- Suero de cobayo como fuente de complemento a diferentes 

diluciones ( 1: 1 , 1 :2 y 1 :4 ). 

- Para determinar el número de células productoras de lgG e lgA, se 

agregó el sistema indicador, además anticuerpo de cabra dirigido 

contra lgG o lgA de ratón a diferentes diluciones ( 1 :8, 1 :16, 1 :32, 

1 :64 y 1: 128 ). 
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K) Se mezclaron bien los componentes arriba mencionados, agitando 

suavemente y se llenaron las cámaras de Cunningham con 150 µI , sellándose 

finalmente con una mezcla de vaselina-parafina 1: 1. 

L) Se incubaron a 37°C durante una hora y se contaron las placas hemolíticas 

formadas , con un microscopio estereoscópico ( Carl Zeiss , West Germany. ) 

M) Enseguida se realizaron los cálculos para obtener el número de células 

formadoras de placas hemolíticas por millón de células, sabiendo que se tenían 

0.375 X 1 O 6 células por cámara. 

6.3 OBTENCION DE LAS CELULAS DE BAZO 

A) Se sacrificó el ratón previamente inmunizado con antígeno amibiano o con 

globulos rojos de carnero por vía intraperitoneal , por dislocación cervical y se le 

realizó una incisión sobre el borde inferior de la última costilla para descubrir el 

bazo. 

B) Se procedió a extraer el bazo y se colocó en una caja de Petri que 

contenía 

de calcio 

de 5 a 7 mi de solución salina modificada con glucosa 20%, cloruro 

0.3M y cloruro de magnesio 0.3M , mantenida sobre hielo. 
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C) Se disgregó el tejido con la ayuda de unas pinzas de disección sin dientes 

y se transfirió la suspensión celular a un tubo de ensayo de 15 mi, con ayuda 

de una pipeta Pasteur y se dejó sedimentar durante 1 a 2 min. 

D) Posteriormente el sobrenadante se transfirió a un tubo cónico de 15 mi. 

Todo se mantuvo en hielo, durante los pasos A a D. 

E) El resto del procedimiento fue el mismo que el utilizado para la búsqueda 

de células formadoras de anticuerpos en placas de Peyer. 

En la tabla 1 se muestran las diferentes condiciones experimentales. 

ENSAYOS DE HEMOLISIS PARA PROBAR LA ESTABILIDAD DE LA 
MEMBRANA DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON E. histolytica. 

CARBODI ANTIGENO SOL SALINA MODIF. SOL .. ALSEVER AGUA 
MIDA (E. hlstolytica ) 
(mg/ml) (mg/ml) COMPLEMENTO 

1: 1 1:2 1 :1 1:2 1:1 

0.075 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 
3.5 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

0.075 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 
7.5 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

0.075 N.O. N.O. N.O. N.O. N.O. 
20.0 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO AL 20 %. CONTROL POSITIVO : HEMOLISINA 1 :1000. 
CONTROL DE 100 ¾ DE LISIS: AGUA. 
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6.4 SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS DE CARNERO CON ANTIGENO 

AMIBIANO. 

A) Se sangró un carnero, macho, de tres años de edad, por punción de la 

vena yugular, para la obtención de los eritrocitos, utilizando como 

anticoagulante citrato de sodio y dejando pasar una semana antes de empezar 

a utilizarlos. 

B) Se hicieron tres lavados de los eritrocitos con solución salina de NaCI al 

0.85 %, pH 7.2. Se tomó paquete globular y se prepararon dos 

concentraciones, una al 1 O% y otra al 20%. 

C) Posteriormente los eritrocitos se mezclaron con diferentes concentraciones 

de antígeno amibiano. 

D) Después se agregaron diferentes concentraciones de 1-etil-3-( 3-

dimetilaminopropil ) carbodimida ( ver tabla 1 ). 

E) Los eritrocitos se incubaron a temperatura ambiente, por 40 min. con 

agitación ocasional en agitador mecánico ( Micro-Shaker 11, Dynatech Lab. 

lnc. , USA. ). 

F) Se realizaron tres lavados con solución de NaCI al 0.85 % , eliminando el 

sobren ad ante. 
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G) Los glóbulos rojos de carnero con el antígeno unido, se resuspendieron, a 

la concentración original ( 1 O ó 20 % ) en una solución de albúmina sérica 

bovina al 0.1 %. Se almacenaron a 4ºC hasta su utilización en los ensayos de 

hemaglutinación, hemólisis o CFA. 

6.5 ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION PARA DEMOSTRAR LA UNION 

DEL ANTIGENO AMIBIANO A LA MEMBRANA DEL ERITROCITO 

A) En una placa de microtitulacion se colocaron 100 µI de eritrocitos de 

carnero al 0.5 % , sensibilizados con antígeno de amibas a una concentración 

de 0.5 y 1.5 mg de proteína/mi. 

B) Posteriormente se agregaron 100 µI de suero de pacientes con títulos de 

anticuerpos por IHA de 1 :2048 y 1: 16,384 y de ratones inmunizados por vía 

intraperitoneal 4, 5 y 6 veces con extracto crudo de amiba. Como controles 

negativos se utilizaron sueros humanos con la prueba de IHA negativa y suero 

de ratón sin inmunizar. Todos los sueros fueron adsortos previamente con 

glóbulos rojos de carnero ( GRC ). 

C) Enseguida se incubaron durante 2 horas a 37ºC y fi nalmente se procedió a 

real izar la lectura. 
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6.6 ENSAYOS DE HEMOLISIS PARA DETERMINAR LA ESTABILIDAD DE 

LA MEMBRANA DEL ERITROCITO POSTERIOR A LA SENSIBILIZACION 

CON ANTIGENO DE~ histolytica. 

A) Se tomaron eritrocitos de carnero al 1 O % y al 20 % sensibilizados y se 

resuspendieron en diferentes soluciones ( solución Alsever y solución de NaCI 

al 0.85 % ). 

8) Se mezclaron en diferentes tubos, previamente etiquetados, con sueros de 

pacientes con títulos de anticuerpos anti-amiba por IHA de 1 :2048 y 1 :16,384. 

C) Se agregó anti-gammaglobulina humana producida en conejo y suero de 

cobayo como fuente de complemento a diferentes diluciones ( 1: 1 y 1 :2 ). 

D) Se mezcló por agitación suave y se incubó durante 1 hora a 37ºC. Se 

centrifugaron los tubos a 1100 g/min. ( Serofuge, Clay Adams, USA.) y se 

determinó la presencia o ausencia de lisis. Como control del 100 % de lisis se 

utilizó un tubo tratado con cada una de las condiciones mencionadas, al que se 

le agregó agua. 

6.7 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR 
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Para estos experimentos se obtuvieron células de bazo y de placas de Peyer 

de ratón , se colocaron en diferentes soluciones amortiguadoras y se determinó 

el porcentaje de células capaces de excluír el azul de tripano. 

6.8 OBTENCION DEL COMPLEMENTO. 

Se utilizó suero de cobayo como fuente de complemento. 

A) Se sangró un cobayo macho , de 600 gr de peso , por punción cardiaca. La 

sangre así obtenida se colocó en un tubo de vidrio que se mantuvo a 4 ºC para 

evitar la inactivación del complemento. 

B) Se esperó a que se retrajera el coágulo y se centrifugó a 1100 g/min , en 

centrífuga refrigerada ( Beckman T J-6 , USA ) durante 5 min. El suero se 

recuperó con pipeta Pasteur y se mantuvo a 4ºC. 

Con el objeto de el iminar cualquier anticuerpo natural que pudiera 

encontrarse en el suero de cobayo, se adsorbió con los eritrocitos de carnero 

sin sensibilizar , antes de ser utilizados. Para ello se puso un volúmen de 

paquete de GRC con un volúmen igual de suero de cobayo, se mezcló y se 

incubó durante 20 min. a 4ºC . Posteriormente se centrifugó, se recolectó el 

suero y se mantuvo a 4ºC hasta su utilización. 



30 

7) INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE CON ANTIGENOS DE 

Entamoeba histolytica ADMINISTRADOS POR VIA ORAL EN RATONES 

BALB/c. 

7.1 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS 

DIRIGIDOS CONTRA Entamoeba hjstolytica POR MEDIO DE LA 

TECNICA DE INMUNO-DOT, EN SUEROS DE RATONES INMUNIZADOS 

CON ANTIGENOS AMIBIANOS. 

7.1.1 INMUNIZACIONES Y SANGRADOS: 

Se inmunizaron 42 ratones ( machos y hembras ) de la cepa BALB/c con 

antígeno de Entamoeba histolytica . Los ratones se inmunizaron cada cuatro 

días durante 24 días, sangrándose antes de cada inmunización. 

· 14 animales fueron inmunizados por vía intraperitoneal ( 1.P ). 

28 ratones se inmunizaron por vía oral ( V. O ). A un grupo de 14 animales 

se les administró el antígeno resuspendido en aceite de hígado de bacalao y a 

otro grupo de 14 ratones se les administró el antígeno resuspendido en 

solución de NaCI al 0.85 % . 



7.1.2 TECNICA DE INMUNO-DOT. 

A) Se cortó el papel de nitrocelulosa ( 12 X 8 cm ) y se humedeció en 

amortiguador salina-Tris-HCI ( TBS ) pH 7.5. 
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B) Se colocó el papel en la placa de microfiltración ( Bio-Rad , USA. ) y se 

agregaron 100 µI de amortiguador TBS en cada pozo, eliminándose el líquido 

mediante un sistema de vacío. Se repitió la operación. 

C) Se agregaron a cada pozo 25 µI del antígeno resuspendido en TBS, a 

razón de 50 µg de proteína/ mi ( 1.25 µg/pozo ). Se incubó a temperatura 

ambiente durante 30 min. 

O) Se aplicaron 200 µI de solución bloqueadora con albúmina sérica bovina 

( ASB ) 1 % en amortiguador TBS- tween 1 :2000 ( TTBS ). Se incubó una hora 

a temperatura ambiente. 

E) Se lavó con 200 µI de solución de lavado TTBS, drenando, 

posteriormente, con vacío. La operación se repitió dos veces más. 

F) Se agregó el suero de ratón diluído 1 :50 ( para determinar anticuerpos 

totales ) y 1 :25 ( para isotipos ) en solución bloqueadora a razón de 50 µI por 

pozo. 



G) Se incubó una hora a temperatura ambiente. 

H) Se realizaron tres lavados con solución de lavado TTBS utilizando el 

sistema de vacío para drenar el líquido. 

1) Se agregaron 50 µI de: 

- lnmunoglubulina de cabra anti-inmunoglobulina de 

ratón conjugada a peroxidasa ( Sigma , St. Luois Mo. USA.) 

dilución 1 :500 . 

- lnmunoglobulina de cabra anti-lgA de ratón conjugado a 

peroxidasa ( Sigma , St Louis, Mo. USA.) dilución 1: 1000. 

- lnmunoglobulina de cabra anti-lgM de ratón conjugado a 

peroxidasa ( Sigma , St. Louis, Mo. USA.) dilución 1 :5000. 

- lnmunoglobulina de conejo anti-lgG de ratón conjugado a 

peroxidasa ( Sigma , St. Louis, Mo. USA.) dilución 1: 1000. 

J) Se incubó durante una hora a temperatura ambiente. 
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K) Se hicieron dos lavados con solución de lavado TTBS ( 200 µI por pozo ). 

L) Se extrajo el papel de la placa de microfiltración y se procedió a revelar 

con 16 µI de peróxido de hidrógeno 30 % , 20 mg de 3'3'-diaminobencidina 

( Sigma, St. Louis Mo. USA.) como cromógeno en 40 mi de PBS 0.15M 

pH 7.4. 



M) La reacción se detuvo con ácido clorhídrico 5 N y el papel se lavó con 

agua bidestilada. 

7.2 DETECCION DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA 

Entamoeba histolytjca MEDIANTE LA TECNICA DE ELISA, EN SUEROS 

DE RATONES INMUNIZADOS CON ANTIGENOS AMIBIANOS. 

7.2.1 INMUNIZACIONES Y SANGRADOS: 
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Se inmunizaron 60 ratones por vía oral con antígenos amibianos. Se 

hicieron grupos de 1 a 1 O inmunizaciones , inmunizándose cada cuatro días. 

Se sangraron antes de cada inmunización. 

Se inmunizaron 15 ratones por vía intraperitoneal, con antígenos amibianos 

cada 2 semanas haciéndose grupos de 1 a 4 inmunizaciones. Los animales se 

sangraron antes de cada inmunización. 

Como control negativo se utilizaron los sueros de los ratones antes de 

iniciar las inmunizaciones. 

7.2.2. TECNICA DE ELISA. ( enzyme linked immnosorbent assay ). 

A) Se utilizaron placas de fondo plano Costar ( Bio-Rad, USA). 



8) Se diluyó el extracto amibiano en amortiguador de acetatos pH 5.0, a 

razón de 100 µg de proteína / mi ( 1 O µg/pozo ). 

C) Se agregaron 100 ul del antígeno por pozo y se dejó incubando a 4ºC 

durante toda la noche. Posteriormente se eliminó el contenido por 

decantación. 

D) Se hicieron tres lavados de 1 O minutos cada uno, en agitación, con 

solución de lavado ( PBS 0.15 M , pH 7.4 con tween 20 1: 1000 ). 
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E) Se agregaron 200 µI de ASB al 1 % en solución de lavado por pozo y se 

incubó a 37ºC durante dos horas. 

F) Se efectuaron tres lavados de cinco minutos cada uno con solución de 

lavado. 

G) Se agregaron 100 µI de suero de ratón, a diferentes diluciones ( 1 :50 

para determinar anticuerpos totales y 1 :25 para determinar isotipos ). Se 

incubó durante 1 h a 37ºC. 

H) Se realizaron tres lavados de 5 min. cada uno, con solución de lavado. 

1) Se agregaron 100 µI por pozo de los conjugados a peroxidasa y se incubó 

1 ha 37°C. 

t 



J) Se hicieron tres lavados, de 5 min cada uno, con solución de lavado. 

K) Se agregaron 160 µI de solución de revelado con 8µ1 de peróxido de 

hidrógeno, 1 O mg de O-fenilendiamina dihidroclorada ( OPD ) ( Sigma , St. 

Louis, Mo. USA. ) como cromógeno, en 25 mi de solución amortiguadora de 

citratos pH 5.0. Se incubó a temperatura ambiente, a resguardo de la luz 

durante 30 min. y en agitación en un agitador mecánico ( Micro-Shaker 11 , 

Dynatech Lab. lnc. USA.) 

L) Se detuvo la reacción agregando 40 µI de ácido sulfúrico 1 N, por pozo. 
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M) Posteriormente, se realizó la lectura con un lector de microELISA ( Dia­

Medix, USA.) BP-96 a una longitud de onda de 492 nm. 

Nota: Como blanco se colocaron todos los reactivos en un pozo a 

excepción del suero. 

Los resultados de estos experimentos se reportaron en Unidades de ELISA 

( U. E. ). Para el lo se utilizó un suero como calibrador en todos los ensayos para 

poder comparar los resultados entre un ensayo y otro. 



Las U.E. se obtuvieron de la siguiente manera: 

A) 100 = F 

O.O. Cal 

B) F X O.O. Pb= U.E. 

Donde: 

O.O. Cal. = Densidad óptica del calibrador. 

O.O. Pb. = Densidad óptica del problema 

F = Factor 

U.E. = Unidades de ELISA. 

7.2.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS. 
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Para determinar si existe significancia estadística entre el valor basal del 

título de anticuerpos de los ratones sin inmunizar y los títulos de anticuerpos 

totales y de cada uno de los isotipos lgM , lgG e lgA, después de inmunizar 

con antígeno de E histolytica por vía oral y por vía intraperitoneal , se obtuvo 

la media y la desviación estándar de cada uno de los grupos , y se hizo un 

análisis de comparación múltiple con prueba de t con correción de Bonferroni 

con una p < 0.05. Además, a los resultados obtenidos de las 

inmunizaciones por vía oral se les realizó una prueba de intervalos de 

confianza del 95 %. 
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Para determinar si existe diferencia estadísticamente significativa entre la 

respuesta de los ratones inmunizados por vía oral en comparación con los 

resultados de los ratones inmunizados por vía intraperitoneal se realizó un 

análisis de varianza. 

7.2.4 DETERMINACION DE CELULAS FORMADORAS DE 

ANTICUERPOS anti-GLOBULOS ROJOS DE CARNERO EN BAZO DE 

RATONES BALB/c. 

7.2.4.1 INMUNIZACIONES 

Ratones BALB/c, previamente inmunizados por vía oral con antígeno de 

E.. histolytjca para la determinación de la presencia de anticuerpos mediante 

la técnica de ELISA , se inmunizaron con 0.2 mi de glóbulos rojos de 

carnero al 1 O %, dosis única, por vía intraperitoneal. Estos ratones se 

sacrificaron 4 días después de la inmunización intraperitoneal y se 

determinó la presencia de células formadoras de anticuerpo contra glóbulos 

rojos de carnero en bazo. 



IV. R E S U L TA D O S 

1) DETERMINACION DE LA VELOCIDAD INTESTINAL EN RATONES BALB/c 

UTILIZANDO UN COLORANTE COMESTIBLE VEGETAL. 

Se determinó la velocidad del tránsito intestinal en el ratón para confirmar que 

el antígeno permanecería el tiempo suficiente en contacto con el sistema inmune 

del tracto gastrointestinal de los animales. 

En la figura 1 A se observa que 25 min después de administrado el 

colorante , éste se encuentra localizado a nivel del primer tercio y parte del 

segundo de intestino delgado. A los 45 min ( Fig. 1 B ) el colorante se puede 

observar a nivel del tercer tercio de intestino delgado , la figura 1 C muestra , a 

los 90 min , que el colorante alcanzó la primera mitad de intestino grueso y a las 

2 h , el colorante empieza a ser eliminado en las heces ocupando todo el colon ( 

Fig. 1 D ). Tres h después de la administración se encontró el colorante en el 

estómago. Este fué liberado intermitentemente hacia el intestino delgado. Esto 

puede apreciarse claramente en las figuras 1 By 1 D. 
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e D 

Figura 1: Tránsito intestinal del colorante administrado por 

vía oral a diferentes tiempos ( 25, 45, 90 minutos y 2 horas ). 
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En la tabla 2 se describen los resultados obtenidos a diferentes tiempos , 

encontrándose que a las 3 h el colorante se sigue eliminando en heces y sigue 

siendo liberado de estómago hacia intestino. A las 1 O h se encuentra solamente 

en intestino grueso y es eliminado en heces y a las 24 h ya no se encontró 

colorante en todo el tracto gastrointestinal. 

,, ' 



Tabla 2 

VELOCIDAD DE TRANSITO GASTROINTESTINAL EN RATONES 
BALB/ c. 

INTESTINO DELGADO 

1er. ter. 20. ter. 3er. ter. 

MIN. 
10 5 
25 2 
45 
60 
90 

HS. 
2 
3 
10 
24 

MIN. = MINUTOS 

1 
2 
1 5 

4 
1 

INTESTINO GRUESO 

1a. mitad 

1 
4 

1 

2a. mitad 

4 
5 
5 
5 

TOTAL 

6 
4 
6 
5 
5 

5 
5 
5 
5 

HS.=HORAS 
NOTA : En todos los animales se encontró colorante en estómago hasta tres horas 
después de administrado. 
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2) BUSQUEDA DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS EN PLACAS 

DE PEYER DE RATONES BALB/c INMUNIZADOS POR VIA ORAL CON 

ANTIGENOS DE Entamoeba histolytjca CEPA HK-9. 

En estos experimentos se utilizó la técnica de Jeme , modificada por 

Cunningham ( 122 ) , para medir la producción de células formadoras de 

anticuerpos lgM , lgG e lgA en células obtenidas de placas de Peyer de ratones 

inmunizados con antígeno de amiba y de esta manera determinar si existe una 

estimulación del sistema inmune gastrointestinal por el antígeno amibiano. 
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2.1 ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION PARA DEMOSTRAR LA UNION 

DEL ANTIGENO AL ERITROCITO, POSTERIOR A SU SENSIBILIZACION 

CON EXTRACTO AMIBIANO. 

Los ensayos de hemaglutinación para determinar que el antígeno de 

E histolyica estuviera unido a la membrana de los eritrocitos que iban a ser 

utilizados en los experimentos de CFA. Los resultados se pueden observar en 

la tabla 3. Los sueros que contenían anticuerpos contra E, histolytjca dan la 

prueba de hemaglutinación positiva. Los sueros que carecían de anticuerpos 

anti-amiba dan la prueba negativa. Lo que demuestra que los glóbulos rojos de 

carnero estaban efectivamente, sensibilizados con el antígeno amibiano. 

Tabla 3 

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION PARA CONFIRMAR LA UNION 
DEL EXTRACTO DE E. histolytica A LOS GLOBULOS ROJOS 

CONCENTRACION DE E. hlstolyt/ca HK.S ( mg / mi ) 

SUEROS 0.5 1.5 

SUERO HUMANO 1 : 320 1 : 1000 

CONTROL(-) ( -) ( -) 

RATON 1 1 : 10240 1 : 20480 

SUERO NORMAL ( -) ( -) 
DE RATON 

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO AL 0.5 %. DIMETILETILCARBODIIMIDA 10 mg/ml. 
CONTROL NEGATIVO DE SUEROS HUMANOS VER MATERIAL Y METODOS. 
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En la figura 2 se observa que los dos controles positivos presentan títulos de 

hemaglutinación de 1 :500 ( linea A) y 1: 1000 ( línea B ) partiendo de una 

dilución de 1 :250. Los sueros de las líneas C a G son sueros de ratones 

inmunizados con antígeno de E< histo!ytica y se puede observar que son 

positivos. El suero correspondiente a la línea Hes un suero negativo y se 

puede ver que no existe aglutinación. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A }(+) 
B 

e 
D 

E 

F 

G 

H +- (-) 

Figura 2: Resultados de ensayos de hemaglutinación 

2.2 ENSAYOS DE HEMOLISIS PARA DETERMINAR LA ESTABILIDAD DE 

LA MEMBRANA DE LOS ERITROCITOS POSTERIOR A LA 

,, 

1, 
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SENSIBILIZACION CON ANTIGENO DE AMIBA. 

Estos ensayos se realizaron para determinar la estabilidad de la membrana 

de los eritrocitos después de unir el antígeno y descartar de esta manera, que 

la ausencia de placas hemolíticas pudiera deberse a que las proteínas 

presentes en la membrana de los eritrocitos hubieran reaccionado con la 

carbodimida formando polímeros de manera que no permitieran la movilidad de 

las proteínas de membran y por lo tantono se llevara a cabo la lisis en el 

sistema indicador. 

En la tabla 4 se muestran los resultados de los ensayos de hemólisis donde 

se encontró que las condiciones óptimas para obtener lisis de los eritrocitos 

sensibilizados con E histolytica son utilizando solución salina modificada con 

glucosa al 20%, cloruro de calcio 0.3M y cloruro de magnesio 0.3M, 

complemento sin diluír independientemente de la concentración de antígeno y 

la concentración de carbodimida utilizada para unir el antígeno a la membrana. 

Aunque se observó que durante el proceso de sensibilización de los eritrocitos 

estos se lisaban espontáneamente al utilizar la concentración de 20 mg de 

carbodimida / mi. Por ello se decidió utilizar una concentración intermedia de 

1 O mg de carbodimida / mi. 

El control de 100 % de lisis tenía los mismos elementos que el problema pero 

en lugar de complemento se le adicionó agua. 



Tabla 4 

ENSAYOS DE HEMOLISIS PARA PROBAR LA ESTABILIDAD DE LA 
MEMBRANA DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON E. histo/ytica. 

CARBODI ANTIGENO SOL SALINA MODIF. SOL .. ALSEVER AGUA 
MIDA (E. h/sto/ytlca ) 
(mg/ml) (mg/ml) COMPLEMENTO 

1: 1 1:2 1 :1 1:2 1:1 

0.075 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 
3.5 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

0.075 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 
7.5 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

0.075 N.O. N.O. N.O. N.O. N.O. 
20.0 0.1 ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO AL 20 %. CONTROL POSITIVO : HEMOLISINA 1 :1000. 
CONTROL DE 100 % DE LISIS: AGUA. 

2.3 DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR EN DIFERENTES 

SOLUCIONES. 
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Se realizaron pruebas de viabilidad celular en diferentes soluciones para 

decidir cual de ellas sería utilizada en los ensayos de búsqueda de células 

formadoras de anticuerpos. Como se muestra en la tabla 5 la viabilidad celular 

fue mayor en todos los tiempos cuando se utilizó solución salina modificada 

con glucosa al 20%, cloruro de sodio 0.3M y cloruro de magnesio 0.3M siendo 

del 80 % a los 60 min y del 51 % a las 2 h. 



Tabla 5 

DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR 

TIEMPO SSM GVB HANKS 
( HS) 

1 80% 58% 30% 

11/2 66% 48% 28% 

2 51 % 43% N.O. 

SSM. = SOLUCION SALINA AL 0.85 % MODIFICADA CON GLUCOSA , CALCIO 
Y MAGNESIO. GVB. = AMORTIGUADOR VERONAL. 

2.4 DETECCION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS EN 

PLACAS DE PEYER Y EN BAZO DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA 

ORAL CON EXTRACTO CRUDO DE E. histolytjca. 

Estos experimentos se llevaron a cabo para medir la producción de células 

formadoras de anticuerpos lgG, lgM e lgA en las placas de Peyer y bazo de 
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los ratones inmunizados con antígeno de E. histolytica y de esta manera 

determinar si existe una estimulación del sistema inmune intestinal inducida por 

el antígeno amibiano. 



En la tabla 6 se muestran los diferentes esquemas de inmunización y de 

obtención de células que se probaron. 

Los resultados son negativos bajo todas las condiciones utilizadas. No se 

lograron detectar células formadoras de anticuerpos en los animales 

inmunizados por vía oral. 

Tabla 6 

BUSQUEDA DE CFP EN BAZO Y PLACAS DE PEYEREN RATO­
NES INMUNIZADOS POR VIA ORAL CON E. histolytica 

-;--
No. DE INMU- BUSQUEDA DE CFP TROFOZOITOS CFP ( X 10 ) 
NIZACIONES ( DIAS ) LIOFILIZADOS 

mg/polvo (mg prot.) 
CELULAS lgM lgG lgA 

~.2.3,4,5 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0.1 (0.048) P. DEP o o o 
7 BAZO N.D. N.D. N.D. 

1.0 (0.483) P. DE P o o o 
BAZO N.D. N.D. N.D. 

3.0 (1.45) P. DE P o o o 
BAZO o o o 

EL ANTIGENO SE RESUSPENDIO EN ACEITE DE HIGA DO DE BACALAO . LAS INMUNIZACIONES 
SE HICIERON DIARIAMENTE BUSCANDOSE CFP DE 1 A 7 DIAS DESPUES DE LA ULTIMA INMUNI­
ZACION . 

2.5 DETECCION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS EN 

BAZO DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL CON 

46 
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ANTIGENOS DE E. histolytica, 

Estos experimentos se hicieron para comprobar que los ratones respondían 

contra los antígenos de E.. histolytjca y que si se obtenía una respuesta 

negativa, no se debía a que los ratones no fueran respondedores para el 

antígeno de nuestro interés. 

En la tábla 7 se muestra que se lograron obtener CFA de lgM, lgG e lgA, en 

el bazo de los ratones inmunizados por vía intraperitoneal. 

Los resultados mostrados con anterioridad en este trabajo demuestran que 

se tomaron todas las precauciones y se verificó cada uno de los parámetros 

que podían influír en los ensayos de CFA. 

Tabla 7 

BUSQUEDA DE CFP EN BAZO DE RATONES BALB/c INMUNIZADOS POR 
VIA INTRAPERITONEAL CON Entamoeba histolytica 

DOSIS DEL No. DE INMU-
ANTIGENO ~, ... , ...... ..-~ 1 M 

E. histolytica 

GLOBULOS 
ROJOS DE 
CARNERO 
(CONTROL+) 

3mg/dosis 

0.2 mi 
( 10%) 

3 " 25 +/-11 

1 26 +/-12 

CFP { X 10 6 ) 

IG IA 

26 +/-16 22 +/-11 

224 +/- 50 N .D. 

"NMUNIIZACIONES CADA 8 DIAS. PRIMERA INMUNIZACION CON ANTIGENO MEZCLADO CON ADYUVANTE 
INCOMPLETO DE FREUND , EN LAS 2 SUBSIGUIENTES EL ANTIGENO SE RESUSPENDIO EN SOLUCION SALINA. 
LA BUSQUEDA DE CFP SE REALIZO UNA SEMANA DESPUES DE LA ULTIMA INMUNIZACION 
N.O.• NO HA Y DATOS 
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3) DETERMINACION DE ANTICUERPOS TOTALES Y DE ISOTIPOS EN 

SUEROS DE RATONES INMUNIZADOS CON ANTIGENOS AMIBIANOS 

UTILIZANDO LA TECNICA DE INMUNO-DOT. 

Debido a que no se detectá la presencia de células formadoras de 

anticueros en las placas de Peyer, se procedió a determinar si existía una 

respuesta de anticuerpos a nivel sistémico haciendo la búsqueda de los mismos 

en el suero de ratones inmunizados con el antígeno de E.. histolytica empleando 

para ello la técnica de lnmuno-dot. 

3.1 DETERMINACION DE ANTICUERPOS TOTALES Y DE ISOTIPOS EN 

SUEROS DE RATONES INMUNIZADOS CON ANTIGENOS AMIBIANOS 

POR VIA ORAL UTILIZANDO LA TECNICA DE INMUNO-DOT. 

En la fig. 3 se muestran los resultados del lnmuno-dot. Del pozo A 1 al A8 

corresponde a los sueros del ratón 1 obtenidos después de cada inmunización 

( ver apartado 7.1 de material y métodos), del pozo A9 al B2 corresponde a los 

sueros del ratón 2 obtenidos después de cada inmunización y así 

sucesivamente. El orden de los sueros fue el mismo para determinar los 

diferentes isotipos. Se observa la presencia de anticuerpos anti-amiba. 

Analizando la respuesta de isotipos observamos que se presenta 

principalmente una respuesta de tipo lgM . 
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Figura 3: Resultados de lnmuno-dot en ratones inmunizados por 

vía oral con antígenos de E.. histolytica 
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3.2 DETERMINACION DE LA RESPUESTA DE ISOTIPOS DE LOS 

ANTICUERPOS PRODUClDOS c i\l RATONES INMUNIZADOS POR VIA 

INTRAPERITONEAL CON ANTIGENOS AMIBIANOS POR LA TECNICA DE 

INMUNO-DOT. 

" ,/ 
1 

11 
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En la figura 4 del pozo A 1 al A? corresponden a los sueros del ratón 1, 

inmunizado 7 veces por vía intraperitoneal ( ver apartado 7.1 de material y 

métodos), del pozo A8 al 82 corresponden a los sueros del ratón 2, y así 

sucesivamente. El oreden de los sueros fue el mismo para dterminar los 

diferentes isotipos. En los ratones inmunizados por vía intraperitoneal la 

respuesta más intensa es de lgM , seguida por una respuesta de lgG y una 

total ausencia de respuesta de tipo lgA. También se encontró que, conforme 

aumenta el número de inmunizaciones los puntos de la reacción antígeno­

anticuerpo son más intensos. 

Comparando con la respuesta de los ratones inmunizados por vía oral , la de 

aquellos inmunizados intraperitonealmente es mucho más intensa. 

V 1 A 1 N T R A P E R 1 T O N E A L 

PILIIALEITE 

1 z a • • 1 • • 11 11 1Z • • • • 
1 •• • • • • 
e 
1 

• 
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e 
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• • • • G 

• • • 

1 Z a 4 1 1 7 1 1 11 11 IZ 

,, 1 

••• 
1 z a • 1 1 1 • • 11 n 11 

• • 
• • 

1 z a • 1 1 1 1 1 11 11 11 

••• 
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Figura 4: Resultados de lnmuno-dot en ratones inmunizados por 

vía intraperitoneal con antígenos de .E.. histolytjca. 



3.3 DETECCION DE ANTICUERPOS anti-AMIBA EN RATONES 

INMUNIZADOS POR VIA ORAL CON EXTRACTOS DE E.. hjstolytjca 

UTILIZANDO UNA TECNICA INMUNOENZIMATICA ( ELISA ). 
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En la figura 5 se puede observar una aumento en la producción de 

anticuerpos totales dirigidos contra .E.. histolytica en ratones inmunizados por la 

vía oral. Esta respuesta es pricipalmente de tipo lgM encontrándose que hay 

una diferencia estadísticamente significativa ( p< 0.05) entre los valores 

basales y los obtenidos después de las inmunizaciones , también se observa un 

aumento con diferencia significativa ( p< 0.05 ) para lgG y aunque para lgA no 

existe una diferencia significativa ( p< 0.05 ), los títulos de anticuerpos 

presentan una tendencia a aumentar conforme se incrementa el número de 

inmunizaciones. 

1020091280 
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Figura 5: lsotipos de anticuerpos dirigidos contra E. histoiy~ en 

inmunizados por vía oral, detectados por ELISA. Comparación 

múltiple con prueba de t con corrección de Bonferroni p<0.05. 

Intervalos de confianza del 95%. 

52 



53 

En la figura 6 se puede apreciar que en los ratones inmunizados por vía 

intraperitoneal existe un franco aumento en los niveles de inmunoglobulinas 

totales, este aumento está representado pricipalmente por el isotipo lgM, 

seguido en intensidad por lgG. Para estos dos isotipos el análisis estadístico 

demuestra una diferencia significativa entre los valores basales de los sueros 

de los ratones sin inmunizar y los obtenidos después de las inmunizaciones. 

Se aprecia una tendencia a aumentar conforme se incrementa el número de 

inmunizaciones. En la respuesta de lgA no hay aumento en el título de 

anticuerpos de este isotipo. 
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La figura 7 nos muestra un análisis comparativo de las respuestas de 

anticuerpos totales y de lgM en los dos grupos de ratones ( inmunizaciones 

intraperitoneales y vía oral ), y se puede observar que el aumento, sobre todo 

de lgM es muy similar entre los dos grupos. 
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En la figura 8 se compara la respuesta de lgG entre los dos grupos ( 

intraperitoneal y oral ), encontrándose que es menor en el grupo de animales 

inmunizados por vía oral. En cambio la lgA en los animales inmunizados por 

vía intraperitoneal no se encuentra elevada y en los animales inmunizados por 

vía oral , aunque estadísticamente no se obtenga una respuesta significativa , 

. presenta una tendencia a aumentar, por ello pudiera pensarse que, si se 

continuaran las inmunizaciones durante más tiempo, se lograría obtener un 

aumento significativo en el título de anticuerpos. 
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3.4 BUSQUEDA DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS anti­

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO EN EL BAZO DE RATONES BALB/c. 

INMUNIZADOS PREVIAMENTE POR VIA ORAL CON E. histolytjca, 

Estos experimentos se llevaron a cabo para descartar que, debido a la 

frecuencia de los sangrados, se afectara el estado general de los ratones 

provocando desnutrición y esto influyera en la respuesta obtenida en los 

animales inmunizados por vía oral y de este modo cerciorarse de que el estado 

inmunológico de los animales no estaba afectado. 

En la tabla 8, se observa que sí hay una respuesta contra glóbulos rojos de 

carnero y que además, ésta aumenta conforme es mayor el número de 

inmunizaciones por vía oral. 



Tabla 8 

BUSQUEDA DE CFP CONTRA GRC EN BAZO DE RATONES 
PREVIAMENTE INMUNIZADOS CON E. histolytlca POR VIA ORAL 

INMUNIZACIONES CON INMUNIZACION CON CFA ( X 10') 
E. hlsto/ytlca (V.O.) GRC 10 % ( 1 • P.) lgM 

1 1 613 +/-173 

2 1 980 +/-170 

4 1 1101 +/-166 

6 1 1407 +/-167 

8 1 INCONTABLES 

10 INCONTABLES 

SANGRADOS ANTES DE CADA INMUNIZACION. LAS CELULJ\S DE BAZO SE OB­
TUVIERON 4 DIAS DESPUES DE LA INMUNIZACION CON GRC. EL SISTEMA IN­
DICADOR INCLUYE GRC SIN SENSIBILIZAR. 
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V. D I S C U S I O N 

Brandtzaeg y Strobel mencionan que, al administrar un antígeno por la vía 

oral se puede inducir tolerancia o supresión del sistema inmune contribuyendo 

esto a la sobrevivencia de la especie, y que cuando esta condición se rompe se 

induce una respuesta de hipersensibilidad y esto puede ser nocivo para la salud 

del individuo.( 120, 121 ). Sin embargo, sujetos asintomáticos que residen en 

zonas endémicas de amibiasis y que se encuentran constantemente expuestos a 

los antígenos de E histolytica, presentan anticuerpos en circulación dirigidos 

contra las amibas ( 4, 9, 1 O ), lo que sugiere que no existe tolerancia hacia los 

antígenos amibianos presentados por vía entérica. 

En este trabajo, al administrar el antígeno de E. histolytica por la vía oral 

podrían haberse presentado dos situaciones, 1) que se generara supresión o 

tolerancia ( 102-106, 108 ), 2) que se indujera una estimulación manifestada con 

la formación de anticuerpos ( 78, 79, 98, 109, 111 ). La velocidad de tránsito 

intestinal y el tiempo de absorción en el intestino del ratón pueden afectar la 

respuesta hacia los antígenos presentados por vía entérica. 

Al estudiar en el presente trabajo la velocidad del tránsito intestinal del 

ratón, demostramos que a los 25 minutos el colorante administrado se localizó a 

nivel del 
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segundo tercio del intestino delgado. Estos datos coinciden con otros obtenidos 

en estudios sobre productos que afectan la movilidad intestinal y donde se 

hicieron estudios en ratones administrando partículas de carbón por vía 

intragástrica para ser utilizados como control interno. Ramaswami y col. en 1992 

( 91 ) y Ali y col. en 1993 ( 92 ), localizaron el carbón administrado, en el tracto 

gastrointestinal, observando que en el intestino delgado el carbón había 

avanzado un 60 % a los 20 minutos y un 70 % a los 30 minutos. A nuestro 

conocimiento no se han documentado estudios similiares hechos con tiempos de 

tránsito más prolongados en ratones, por lo cual no disponemos de parámetros 

para una comparación después de los 30 minutos. 

Los estudios realizados por Swarbrick y col. en 1979 ( 124 ) con 

Ovoalbúmina ( Ova ) iodinada y por Peng y col. en 1990 ( 118 ) también con Ova 

, demuestran que, de 2 a 5 minutos después de administrado, el antígeno se 

encontró en circulación y que el pico de máxima absorción se registró a los 60 

minutos de la administración. La Ova es un antígeno soluble que puede ser 

absorbido fácilmente y aunque los antígenos amibianos se administraron en 

forma particulada, los resultados obtenidos en nuestros experimentos de tránsito 

intestinal sugieren que el antígeno permanece en el intestino el tiempo suficiente 

para: 1) estar en contacto con el tejido linfoide de la mucosa intestinal y 2) ser 

absorbido pasando a la circulación linfática y/o sanguínea. 

Al buscar células formadoras de anticuerpos en las placas de Peyer de 
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animales inmunizados por la vía oral no fue posible detectarlas. Sin embargo, en 

los resultados mostrados en este trabajo se demuestra que se tomaron todas las 

precauciones y se verificaron cada uno de los parámetros que podrían influír en 

los ensayos de CFA. El hecho de no encontrar CFA en placas de Peyer nos 

podría sugerir una posible inducción de tolerancia o supresión de la respuesta 

dirigida contra los antígenos amibianos administrados por vía oral. Campos­

Rodríguez y col. ( 43 ), observaron que al inmunizar directamente en placas de 

Peyer con antígenos amibianos particulados, no encontraban células formadoras 

de anticuerpos ( CFA ) en las placas de Peyer, también Velkamp y col. ( 125 ) 

obtuvieron resultados similares al inmunizar ratones por vía oral con Vibrio 

cho!erae, lo que concuerda con los resultados obtenidos en nuestro trabajo. Por 

otra parte Moreno-Fierros y col. ( 69, 70 ), inmunizando por vía oral con 

trofozoítos de E.. histolytica fijados con glutaraldehído, reportaron la presencia de 

CFA en placas de Peyer utilizando una técnica de Elispot. Sin embargo , de 

acuerdo con la circulación celular del tejido linfoide asociado a intestino, 

sabemos que las células plasmáticas productoras de anticuerpos se localizan en 

la lámina propia del intestino y podría considerarse que probablemente, al tomar 

el tejido de las placas de Peyer estuviera contaminado con tejido de lámina 

propia, dando resultados positivos debido a la alta sensibilidad de la técnica 

utilizada por estos investigadores ya que esta utiliza un sistema de amplificación 

para detectar los anticuerpos presentes. 

Al no encontrar células formadoras de anticuerpos al imunizar por vía oral se 

hicieron inmunizaciones por vía intraperitoneal con los antígenos amibianos. Se 

quiso saber si con el tratamiento que se le estaba dando al extracto amibiano 

este 
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conservaba sus propiedades inmunogénicas, por lo que se decidió probar 

inmunizando ratones por vía intraperitoneal. Los ratones inmunizados de esta 

manera respondieron formando anticuerpos, los cuales se detectaron al buscar 

células formadoras de anticuerpos en bazo. 

Un dato experimental que nos llamó mucho la atención fue que al 

inmunizar ratones por vía intraperitoneal con glóbulos rojos de carnero y que 

previamente habían sido inmunizados por vía oral con antígenos amibianos, se 

encontró que, conforme era mayor el número de inmunizaciones con antígenos 

amibianos por vía oral , aumentaba el número de CFA contra glóbulos rojos de 

carnero. Se ha encontrado que diversos antígenos inducen activación policlonal 

( 76, 126 ), y que antígenos amibianos poseen cierta capacidad 

inmunomoduladora ( 127 - 129 ). De acuerdo con los resultados obtenidos 

nosotros proponemos que se indujo una activación policlonal con los antígenos 

amibianos administrados por vía oral incluyendo células productoras de 

anticuerpos dirigidos contra antígenos presentes en los glóbulos rojos de carnero 

o que se estén generando anticuerpos contra polisacáridos que dan reacción 

cruzada con glóbulos rojos de carnero. 

Debido a que no se detectaron células formadoras de anticuerpos en las 

placas de Peyer, se procedió a determinar la existencia de una respuesta de 

anticuerpos a nivel sistémico. Para ello se inmunizaron ratones por vía oral y 

ratones por vía intraperitoneal con antígenos de E.. histolytica y se buscaron 

anticuerpos en el suero, para ello se empleó la técnica de lnmuno-dot y , como 

esta técnica es 
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puramente cualitativa, se decidió efectuar un análisis cuantitativo estandarizando 

un ensayo inmunoenzimático ( ELISA ). 

En nuestro modelo, la respuesta tan importante de lgM detectada por lnmuno­

dot y por ELISA en ratones inmunizados por vía oral , podría sugerir que se 

tratara de una respuesta timoindependiente; sin embargo, el hecho de obtener 

una respuesta de lgG al inmunizar por vía intraperitoneal con el mismo antígeno 

de E.. histolytjca va en contra de esta explicación ya que es una respuesta 

característica hacia antígenos timodependientes ( 71 , 76). 

En este trabajo se encontró una menor respuesta de lgA que de lgM 

aunque la estimulación a nivel del tracto gastrointestinal genera la producción de 

lgA. Una posible explicación es que debido a la circulación de las células 

productoras de lgA y de la circulación de ésta hacia mucosas, no sea posible 

detectarla a nivel sistémico al ser desviada hacia secreciones. Sin embargo en 

este trabajo se propone que la respuesta de lgA, podría incrementarse si se 

aumentara el número de inmunizaciones ya que la curva presenta una tendencia 

a ir en aumento. Esto mismo puede aplicarse a la respuesta de lgG. 

Se podría suponer que las enzimas pancreáticas degradaran el antígeno y 

que debido a ello la respuesta de lgA obtenida fuera tan débil , sin embargo si 

esto hubiera ocurrido, entonces no se habría observado una respuesta tan 

importante de lgM e lgG. 
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Es conocido que las personas que residen en zonas endémicas de 

amibiasis presentan elevación en los títulos de anticuerpos dirigidos contra las 

amibas. Esto debido a que, al estar frecuentemente expuesto el sistema inmune 

de la mucosa del tracto gastrointestinal a los antígenos amibianos estos se 

absorben y generan una respuesta inmune a nivel sistémico. 

En un estudio realizado por nuestro equipo, el Dr. Víctor López V. 

determinó niveles de anticuerpos anti-E.. histolytica por ELISA en el suero de 

sujetos sanos. Se encontró que presentaron anticuerpos anti-antígenos 

amibianos y al realizar el análisis de los isotipos producidos se determinó que la 

respuesta fue principalmente del isotipo lgG seguida en intensidad por una 

respuesta de lgM y una respuesta mucho menor de lgA. Podría esperarse que la 

respuesta de lgA fuera más evidente en los sueros de individuos de zonas 

endémicas de amibiasis. Sin embargo es probable que la lgA sea desviada hacia 

la mucosa intestinal donde se reacciona con los antígenos amibianos que se 

encuentran presentes en el intestino continuamente. 

Al inmunizar los ratones por vía oral nosotros encontramos que la 

respuesta generada hacia los antígenos amibianos fue principalmente del isotipo 

lgM, seguida en intensidad por una respuesta de lgG y poca respuesta de lgA. 

Respecto a la respuesta de lgG y de lgA, estas muestran una tendencia a ir en 

aumento, lo que sugiere que si se continuara inmunizando durante un período de 

tiempo más prolongado, los niveles de anticuerpos aumentarían, pudiendo la lgG 

alcanzar concentraciones iguales o mayores de lgM. 
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Comparando nuestros resultados con los obtenidos por el Dr. López­

Villarreal demostramos que es posible inducir una respuesta sistémica de 

anticuerpos al administrar los antígenos amibianos por la vía oral , lo cual es 

similar a lo observado en los individuos que habitan en zonas endémicas y se 

encuentran expuestos frecuentemente a los antígenos amibianos ( 4, 9, 1 O ). 

Perspectivas: 

El implementar un modelo de inmunización por la vía oral con antígenos 

amibianos permitirá ampliar el estudio de la respuesta inmune generada contra 

E.. histolytica haciendo posible: 

1) Estudiar la respuesta contra antígenos específicos de E.. histolytica 

presentados al sistema inmune por vía oral. 

2) Se permitirá también el estudio de la participación de las células del sistema 

inmune en las respuesta contra E.. histolytica inducida por vía oral uti lizando 

cepas de ratones con deficiencias inmunológicas. 

3) Estudiar la posibilidad de inducir protección administrando antígenos de 

.E. histolytica en modelos animales de amibiasis invasiva. 



CONCLUSIONES 

1) El colorante utilizado en la determinación de la velocidad de tránsito 

intestinal permanece en el intestino el tiempo suficiente para entrar en contacto 

con el sistema inmune gastrointestinal con lo que indirectamente se puede inferir 

que el antígeno que se administró para los ensayos de búsqueda de células 

formadoras de anticuerpos , lnmuno-dot y ELISA , permanece en el intestino el 

tiempo necesario para estar en contacto con el sistema inmune. 

2) No se encontraron células formadoras de placas en placas de Peyer ni en 

bazo de ratones inmunizados por vía oral pero sí en bazo de ratones 

inmunizados por vía intraperitoneal. 

3) Se logró confirmar la hipótesis de trabajo , al lograr inducir una respuesta 

de anticuerpos a nivel sistémico en ratones BALB/c inmunizados por vía oral con 

extracto crudo de Entamoeba histolytica. Se comprobó por este hecho que en los 

ratones BALB/c inmunizados por esta vía no se induce tolerancia hacia estos 

antígenos. 
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4) La respuesta sistémica de anticuerpos dirigidos contra E histolytica en 

ratones inmunizados por vía oral se demostró por lnmuno-dot y por ELISA 

encontrándose que: 

a) La respuesta es predominantemente del isotipo lgM seguida en 

intensidad por una respuesta de lgG. Estas diferencias son estadísticamente 

significativas. 

b) Para todos los isotipos existe una tendencia a aumentar sobre todo 

después de la octava inmunización, siendo más evidente para el isotipo lgM. 

5) La respuesta obtenida por vía intraperitoneal es principalmente de tipo lgM 

aumentando después de la primera inmunización, seguida en intensidad por lgG 

la que también presenta una tendencia a aumentar conforme se incrementa el 

número de inmunizaciones. Estas diferencias son estadísticamente significativas . 

No se encontró un aumento en la respuesta de lgA. 

6) En ratones inmunizados por vía oral con E histolytjca y que 

posteriormente fueron inmunizados con una sola dosis de glóbulos rojos de 

carnero, se observó un aumento en la respuesta de células formadoras de 

anticuerpos lgM dirigidos contra glóbulos rojos de carnero, encontrándose que 

esta respuesta aumentó en forma directamente proporcional al número de 

inmunizaciones por vía oral con el antígeno amibiano. 
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