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L-RESUMEN

Generalmente las respuestas inducidas a nivel intestinal son predominantemente de IgA. En
trabajos previos analizando la respuesta de anticuerpos anti E. histolytica a nivel intestinal y
sistémico, en ratones inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido (TFG), se ha
observado que en intestinos delgado y grueso se inducen altas respuestas de IgA, 1gG e IgM. En
este trabajo se realizé un anilisis inmunohistoquimico usando anticuerpos perexidados anti Igs
de ratén para determinar si la inmunizacién con trofozoitos fijados con glutaraldehido por las
vias oral, intraperitoneal (IP) e intramuscular (IM) con o sin toxina de célera (TC), modificaba
las proporciones y distribucién de células plasmaticas (CP) y linfocitos By la intensidad de
reaccion (IR) de los tres isotipos analizados en intestinos delgado (ID) y grueso (IG). La
distribucién de células plasmiticas y linfocitos B, fue variable en general. Sorprendentemente en
los controles no se encontrd que predominaran los linfocitos B y CP IgA, en ID se observé un
ligero predominio de linfocitos B y CP IgM (40%), mientras que en IG se encontraron
porcentajes similares de linfocitos B y CP IgA, IgM e IgG (33% de c/u). La inmunizacién con
trofozoitos fijados con glutaraldehido con o sin toxina de célera en ID en general, provoco una
disminucioén de la proporcién de linfocitos B y CP IgM (30%), y por la via IP sin toxina de
cdlera se incrementaron los linfocitos B y CP IgA (46%); mientras que en IG se incrementé la
proporcién de linfocitos B y CP IgA (39%), ¥ provocd una disminucién en la proporcién de
linfocitos B y CP IgM (34%). Ademads en general en ID la inmunizacién con trofozoitos fijados
con glutaraldehido con o sin toxina de célera, en limina propia (LP)“ y epitelio (Ep) aumentd
la intensidad de reaccién de IgG y disminuyé la de IgM, en tanto que en IG en (LP) disminuy6 la
intensidad de reaccion de IgG e IgM, y en Ep en general disminuyd la intensidad de reaccion de
los tres isotipos.

La inmmizacién con trofozoitos fijados con glutaraldehido meodifica las proporciones de
linfocitos B y CP IgA e IgM en intestino delgado y grueso, por la via IP se incrementaron los
linfocitos B v CP IgA en intestino delgado, ademas la coadministracién de toxina de cdlera con
trofozoitos fijados con glutaraldehido no modifica las proporciones de IgA, IgG e IgM en
intestino delgado y grueso.



IL-INTRODUCCION
A. Aspectos generales
1.- GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE ASOCIADO A MUCOSAS.

El sistema inmune asociado a mucosas, fué identificado como una entidad inmunolégica
separada del sistema inmune sistémico a principios de 1960 cuando se descubrié que la IgA era la
inmunoglobulina predominante en las secreciones mucosas (Tomasi,1960). En los afios siguientes
se han identificado otras caracteristicas adicionales del sistema inmune de las mucosas que lo
distinguen del sistema inmune sistémico. Entre otras se incluyen el sistema de trifico celular
orientado hacia las mucosas, que asegura que las células producidas dentro de los foliculos linfoides
mucosos sean retenidas en una extension considerable dentro de las dreas mucosas, la presencia de
elementos célulares especificos de las mucosas tales como, las células cebadas de las mucosas y la
presencia de c€lulas reguladoras especializadas especificas de mucosas que perrniten que el sistema
inmune de las mucosas reaccione en formas caracteristicas contra antigenos que lleguen al sistema
intmme por las superficies mucosas oral o respiratoria. Estas caracteristicas tnicas del sistema
inmune de las mucosas han surgido debido a que el ambiente de las mucosas esta expuesto a
muchos antigenos y mitogernos, ¥ tiene requerimientos especiales. Asi el sistema inmume de las
mucosas debe responder vigorosamente contra los patogenos de las mucosas y al mismo tiempo
permanecer sin reaccionar contra los antigenos presentes en los comensales intestinales y en los
alimentos. Ademas el sistema inmune de las mucosas debe funcionar para excluir antigenos
exdgenos del medio interno para minimizar la exposicién de los elementos linfoides sistémicos a
antigenos triviales. Por otra parte, el sistersa inmune de las mucosas debe regular la respuesta
sistémica hacia los factores ambientales comunes que de otra manera podrian comprometer al

sistema sistémico provocando reacciones autoinmunes (Strober y Brown, 1988, Lamm, 1997).

2.- ORGANIZACION DEL SISTEMA INMUNE ASOCIADO A MUCOSAS.

En cuanto a su organizacién, el sistema linfoide asociado a mucosas se puede dividir en tres
compartimientos: 1) agregados linfoides organizados como son las placas de Peyer y los foliculos
linfoides aisladoes, 2} tejido linfoide difuso, lamina propia y 3) Linfocitos intraepiteliales (TEL)
(Strober y Brown, 1988; Biewenga e al; 1993), '



Las placas de Peyer estdn compuestas de multiples agregados linfoides y aumentan de
tamafio y nimero con la exposicién al antigeno. Tienen una microestructura definida que incluye un
foliculo central rico en células B y regiones interfoliculares ricas en células T. Los linfocitos de las
placas de Peyer son muy heterogéneos ya que incluyen células B y varias células T reguladoras y
citotdxicas, Las placas de Peyer en si, estin cubiertas por un epitelio especializado que incluye a las
llamadas células M que pinocitan y fagocitan selectivamente particulas y transfieren este material al .
foliculo, la células M se originan en las criptas y migran a la clpula del agregado. En la idmina
propia también se observan células linfoides diseminadas difusamente a lo largo de la misma y entre
las células epiteliales de absorcién o llamados también compartimientos intraepiteliales; ¢l tamafio
de estos compartimientos y la concentracién densa de células dentro de ellos hacen de la lamina
propia y el epitelio una fuente importante de células linfoides en el intestino. En tanto que la ldmina
propia sana contiene muchas células diferentes como linfocitos T y B, macréfagos,
polimorfonucleares y células cebadas, la distribucion puede alterarse de manera notable en estados
inflamatorios. En la lamina propia del intestino delgado del hombre en promedic 85% de las células
plasmiticas contienen IgA, 5% IgG y 10% IgM (Emst e al; 1985). Una cifra estimada entre 70-
80% de todas las células productoras de Igs en humanos estan localizadas en la mucosa intestinal y
se ha reportado una cifra comparable (>80%) para ratones (Van der et al; 1987).

Los tejidos GALT (del ingles gut-associated-lymphoid tissues) llamados también tejidos
linfoides asociados al intestino y BALT (del ingles bronchus-associated-lymphoid tissues) tejidos
linfoides asociados a bronquios, son éreas linfoides aferentes donde los antigenos penetran al
sistema e inducen las respuestas inmunitarias, la ldmina propia y los agregados linfoides de la
mucosa difieren en su morfologia de los ganglios linfiticos. Reciben antigeno a través del epitelio
en vez de a través de un vaso de la circulacién linfitica o sanguinea. De manera mds particular; el
antigeno entra a través de células especializadas en la captacion del antigeno llamadas células M
localizadas en el epitelio que recubre a los agregados linfoides. Los linfocitos intraepiteliales es una
poblacién de células que yacen por encima de la membrana basal entre las células epiteliales.
Aunque esta poblacidon nimericamente es menor que la poblacién de Ja lamina propia, es sin
embargo considerable ya que hay de 6 a 40 IEL/100 células epiteliales en condiciones normales en
humano y un niimero mayor en los diversos estados inflamatorios (Lefrahcois ,1991). La poblacion

IEL es fenotipicamente heterogénea, y consiste en su mayor parte de células T y el fenotipo
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predominante es CD8. La poblacién de linfocitos en ia Idmina propia se distingue del
compartimiento intraepitelial porque se divide igualmente entre células B v T. (Strober y Brown,
1988). Sin embargo (McGhee et f,1992) menciona que la lamina propia de el tracto gastrointestinal
humano contiene principalmente: células T (40-60%), células B (20-40), células plésmaticas,
macréfagos (10%), eosinéfilos (5%) y células cebadas (1-3%).

3.- HISTOLOGIA DEL TUBO DIGESTIVO.

Aunque el tubo digéstivo esta formado bésicamente por cuatro partes u orgénos principales
(eséfago, estomago, intestino delgado, e intestino grueso), separados entre si por vélvulas o
esfinteres musculares, todos muestran cuatro capas o tinicas (Fig 1).

1) Mucosa

2) Submucosa

3) Muscular

4) Serosa o adventicia.

1) La mucosa esta formada de tres capas:

a) Una membrana epitelial superficial hiimeda, lubricada por moco y que descansa sobre una ldmina
basal

b} Una capa subyacente de tejido conectivo areolar laxo de sostén, la ldmina propia

¢) Una capa externa delgada de misculo liso, la muscularis mucosae, dispuesta por lo general en
dos estratos, uno interno circular y otro externo longitudinal,

En la limina propia se encuentran abundantes capilares sanguineos y linfiticos hacia los
cuales pasan las sustancias alimenticias absorbidas. La mucosa produce anticuerpos, en especial
IgA, como respuesta a antigenos y microorganismos que se encuentran en la luz del intestino.
Pueden encontrarse grandes masas linfaticas dispersas en la submucos‘a', el tejido linfatico difuso
de la limina propia se encucnira en el estdmago y los intestinos cen linfocitos, células
plismaticas y macréfagos, y con frecuencia eosindfilos y células cebadas. La IgA y otros
anticuerpos producidos en estas células se unen 2 una proteina secretada por las células
epiteliales de la superficie mucosa (Fragmento secretor F.S) y pasan hacia la luz para combinarse

con antigenos.



2) Submucosa; consta de tejido conectivo areolar con fibras elasticas muy notables permite
la movilidad de la mucosa y contiene plexos de vasos sanguineos mayores y nervios con algunas
células ganglionares todas parasimpiticas amielinicas con algunas fibras preganglionares
parasimpdticas del nervio vago. Este conjunto se denomina plexo submucoso 6 de Meissner.

3) Muscular, consta por lo menos de dos capas de fibras musculares lisas aunque las hay
estriadas en la parte superior de es6fago y en el esfinter anal. El musculo se dispone en una capa
circular intema y una longitud externa.

4) Serosa o adventicia; es la capa mis externa y esta formada por tejido conectivo areolar
relativamente denso y eldstico. A menudo se mezcla con tejido conectivo y entonces se llama
adventicia, en otras regiones esta cubierta por peritonéo y entonces se llama serosa (Ham, 1975;
Leeson et al, 1987).

INTESTINO DELGADO.

El intestino delgado se extiende desde el orificio pilérico que continia del estémago, a la
unién ileocecal, donde prosigue con intestino grueso, mide unos 720 cm de longitud, y se divide en
tres porciones, el duodeno de sélo 20 cm de longitud, est4 relativamente fijo a la pared abdominal
posterior, ya que no posec mesenterio en la mayor parte de su longitud y por lo tanto es
retroperitoneal el resto del intestino delgado se divide en yeyuno, que comprende dos quintos de
longitud, e ileon, que abarca las tres quintas partes restantes, el yeyuno y el ileon estin suspendidos
de la pared abdominal posterior por el mesenterio (intraperitoneal), aunque la parte terminal del
ileon vuelve a estar fija a la pared abdominal posterior. Las funciones del intestino delgado son
transportar el material alimenticio (quimo) del estémago al intestino grueso, completar la digestién
por la secrecion de enzimas por su pared y por la glandulas accesorias, absorbe los productos finales
de la digestién hacia los vasos sanguineos linfiticos de su pared y secretar algunas hormonas. El
intestino delgado presenta ciertas estructuras que aumentan la superficie submucosa. Estas
especializaciones aumentan la superficie de absorcién e incluyen pliegues circulares, con
vellosidades que cubren la superficie de estas, criptas o glandulas intestinales que se originan por un
proceso de invaginacién de epitelio superficial y microvellosidades, que son prolengaciones

digitiformes de la superficie apical de Ias c¢élulas intestinales.



Los pliegues circulares (valvulas de Kerckring), son pliegues circulares o espirales permanentes que
abarcan todo el espesor de la mucosa, con un nicleo de submucosa.

Vellosidades y criptas. Las vellosidades son pequefias prolongacicnes digitiformes o en formas de
hoja de la membrana de la mucosa, que s6lo se encuentran en el intestino delgado. Cada una esta
cubierta de epitelio y tiene un niicleo de limina propia celular, muchas de cuyas células pertenecen
al sistema inmunitario. Entre las vellosidades, estin las pequefias aberturas de las glindulas
tubulares simples lamadas criptas.

Las criptas o glandulas intestinales (de Lieberkuhn) son estructuras tubulares que se abren entre las
bases de las vellosidades y se extienden profundamente hasta la muscularis mucosae. El epitelio que
reviste las criptas se continita con el que cubre las vellosidades. Las criptas no se encuentran juntas
como las glandulas gistricas, y los espacios entre ellas estin llenos de tejido conectivo de la lamina
propia. También hay criptas en el intestino grueso, aunque no hay vellosidades. Las vellosidades
aparecen como contornos circulares u ovales con un miicleo de tejido conectivo (lamina propia)
cubierto por epitelio al material alimenticio en la luz del intestino delgado se agregan las secreciones
de muchas glandulas. Estés son de tres tipos principales: 1) glandulas intestinales: se encuentran en
¢l intestino delgado y grueso. 2) Glandulas submucosas; se localizan en el duodeno, son de tipo
tubular compuesto y s¢ denominan glindulas duodenales (de Brunner). Suelen ser mds extensas en
la primera porcién de! duodeno cerca del piloro; 3) Glandulas situadas fuera del tubo digestivo pero
que envian sus secreciones hacia la uz de éste por un sistema de conductos. Estas glindulas, son el
higado y el pancreas, y ambas liberan sus secreciones exocrinas hacia el duodeno.

El epitelio de la mucosa intestinal es del tipo cilindrico simple, pero difiere del epitelio superficial
del estdmago en que hay més de un tipo celular. Hay células cilindricas con borde estriado, células
de paneth, células caliciformes y células enteroendocrinas. Las células caveoladas no son
frecuentes, pero se encuentran en criptas y vellosidades del intestino delgado, intestino grueso,
estémago y otros tejidos. En el epitelio intestinal también se observan células migratorias, sobre
todo linfocitos, y con menor frecuencia otros leucocitos. Por dltimo, en el epitelio que cubre las
placas de Peyer se hayan las células M.

Lamina propia; se extiende entre las glindulas intestinales y en los nicleos de las vellosidades. Su
naturaleza es muy distintiva ¢ incluye una red de fibras reticulares y muchas caracteisticas del

tejido linfatico laxo. Quizi se describa mejor como tejido conectivo areolar laxo cen tendencias
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lmfancas En la malla de fibras reticulares hay células reticulares primitivas con nicleos grandes,
ovales y de coloracién palida, asi como linfocitos, macréfagos y células plidsmaticas. Ademis de los
linfocitos dispersos en la limina propia, hay muchos foliculos solitarios o nédulos linfiticos
grandes. Desde el punto de vista inmunolégico, la limina propia es importante por contener células
linfiticas que constituyen una barrera entre el cuerpo y los antigenos, los microorganismos y otras
sustancias extrafias que siempre Se encuentran en la luz intestinal. Muchas de estis células no
residen de manera permanente en la mucosa sino que circulan. Las ¢élulas B maduran y proliferan
en los nodulos finfiticos y las placas de Peyer, y muchos se transforman en células plasmaticas
productoras de anticuerpos y en mucosas sobre todo IgA, es producida por las células plasmaticas
que existen como células libres en la limina propia de las glindulas mencionadas. Las capas
muscularis mucosae, submucosa, muscular y serosa ya han sido descritas en la generalidad del tubo
digéstivo, aunque hay que hacer notar que la submucosa suele estar infiltrada con leucocitos en la

region de las placas de Peyer (Ham, 1975, Leeson et al, 1987).

INTESTINO GRUESO.

Mide alrededor de 180cm de largo en el hurnano y se le consideran las siguientes regiones ciego,
continuacién del ileén y en su unién, dispone de la llamada valvula ileocecal; el apéndice, pequefio
diverticulo del ciego; el colon propiamente dicho, es la continuacién retograda del ciego y se
subdivide en las siguientes porciones: ascendente, transverso, descendente, sigmoides, recto y el
esfinter anal. El material alimenticio entra al ciego en estado semiliquido.y adquiere la consistencia
semisolida de las heces en el colon por la propiedad de absorcién de liquidos que hay en esta region.
Otras funciones son la secrecién de moco. El intestino grueso carece de pliegues y vellosidades, y
por cllo el epitelio superficial es mas evidente que en el intestino delgado. Hay glandulas o criptas
intestinales, mis largas que las del intestino delgado y agrupadas en forma més compacta. Como en
el intestino delgado, las células madres dan origen a células cilindricas caliciformes y
enteroendocrinas. Las células cilindricas y caliciformes son eliminadas de la mucosa de la luz en
zonas de expulsidn situadas a la mitad de la distancia entre las desembocaduras de las glandulas
intestinales. En la superficie luminal,las células enteroendocrinas no estin en contacto con la luz,
sino que permanecen aplicadas a la limina basal, Estas dltimas células, cuando estin situadas en las

criptas, se conservan juntas mediante uniones estrechas, y como la duracién promedio de su vida es
. .




ma4s 0 menos tres veces la de los otros dos tipos de células, deben emigrar de manera independiente
dentro de las criptas. Los tipos de ¢élulas epiteliales son idénticos a los del intestino delgado, pero
las células caliciformes (mucosecretorias) son mads abundantes.

Unién ileocecal; en este lugar hay un cambio repentino en la naturaleza de la mucosa, que se
proyecta en los pliegues, anterior posterior, para formar dos valvas. Estos pliegues constan de
mucosa, submucosa,sostenidos por una masa de musculo Iiso circular, th €S un engrosamiento de
la capa interna de la tinica muscular; debido a la posicién de estos pliegues, el orificio ileocecal
tiene la forma de una hendidura vertical. La unién ileocecal se localiza en el cuadrante inferior
derecho del abdomen y esta fija a la pared abdominal posterior, o sea que ia porcidn terminal del
ileont no tiene mesenterio. El ciego es un pequefio saco cerrado por abajo que cuelga de la unién
ileocecal y tiene estructura idéntica a Ia del colén. El apéndice, es un diverticulo cerrado del ciego,
pequefio y delgado,que se origina a unos 2.5 em por abajo de la valvula ileocecal. Esta en una buena
posicion para contener muestras de la flora microbiana de los intestinos delgado v grueso, en
particular de este dltimo, en que el contenido de bacterias es mucho mayor que en las porciones del
intestino delgado. No hay vellosidades y las glandulas intestinales son pocas y de longitud
irregular. El epitelio superficial estd formado principalmente por células cilindricas con borde
estriado y sdlo unas cuantas células caliciformes. En las criptas hay células de Paneth y muchas
células enteroendocrinas. La lamina propia estd ocupada por una masa de nédulos linfiticos
semejantes a los de las amigdalas. La muscularis mucosae suele ser incompleta, La submucosa es
gruesa y contiene vasos sanguineos y nervios, y la muscular es delgada, pero presenta sus dos capas
normales sin [a presencia de tenias cdlicas. La tinica serosa es idéntica a la que cubre el resto del

intestino (Ham, 1975, Leeson et af, 1987).

CIEGO, COLON Y RECTO.

En el intestino grueso, las glindulas intestinales son mds profundas y estin mis
juntas que en el intestino delgado, su profundidad aumenta en el recto y en el colon. Hay muchas
células caliciformes. En la profundidad hay algunas células enteroendocrinas, pero por lo general no
se observan células de Paneth. La mayor parte de las células en la profundidad de las glindulas son
células epiteliales indiferenciadas que sufren mitosis rdpida. Estas células contienen algunos
granulos de secrecion que son expulsados antes que las células alcancen la superficie de la mucosa.
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El material secretado forma parte del glucocalix. La limina propia entre. las glindulas tiene aspecto
serejante al del intestino delgado y contiene nodulos linfiticos dispersos que se extienden
profundamente hasta la submucosa. La muscularis mucosae esti bien desarrollada pero puede ser
irregular por faltar en los lugares de los nédulos linfaticos. En el ciego y el colon, la capa externa
longitudinal de la muscularis no es completa y se presenta en tres formas longitudinales, [as tenias
clicas. En el recto vuelve a ser una capa completa. La tinica serosa, sobre 1a superficie que no esti
unida a la pared abdominal posterior, presenta pequefias protuberancias colgantes formadas por
tejido adiposo, los apéndices epiploicos. En el colén transverso hay un verdz;dero mesenterio {(Ham,

1975; Leeson et al,1987; Leeson et af,1989).
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Lamina propia de la mucosa

Plexo de Meissner Muscular externa

Plexa de Auerbach

Serosa

Fig.1. Esquema de la estructura general del tubo gastrointestinal,
{(Tomado de Ham, 1975).
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B. ANTECEDENTES.

1-" ESTRATEGIAS DE INMUNIZACION PARA LA OBTENCION DE
RESPUESTA INMUNE EN MUCOSAS.

Para lograr la induccitn de respuestas inmunes en mucosas la nuta que mas se ha empleado
es la oral. Se han desamrollado varias estrategias de inmunizacién oral (Mesteckey ef al; 1994),
entre las que se incluyen la conjugacion quimica (Robbins,1989), el acoplamiento de antigenos a la
subunidad B de toxina de célera (Elson, 1989), la inmunizacién con bacterias (Curtiss,1989), virus
(Ogra, 1989) y el uso de adyuvantes (Holmgren,1989) y la incorporacién de antigeno a liposomas
{Michalek, 1989). La eficacia de la induccion de la respuesta inmune en mucosas depende de la
interrelacion entre las propiedades fisicoquimicas del antfgeno, el ambiente de la uz intestinal, la

presencia de adyuvantes y la forma de administracién (Shalaby, 1995).

2.- LATOXINA DE COLERA.

En cuanto a los adyuvantes para la respuesta inmune en mucosas, uno de los més utilizados es
la toxina de cdlera que es una enterotoxina producida por Vibrio cholerae. La toxina de célera es
una proteina heterohexamerica producida en el lumen intestinal, estd compuesta por dos tipos de
subunidades: una enzimética A y otra subunidad B. El pentdmero B se une al gangliosido GM1 en
la membrana de las células epiteliales, y a otras células contenedoras de GM1. La subunidad A se
inserta en el citosol activado por la reduccion de un puente disulfuro y se asocia con uno o mas
factores citosélicos. El frapmento Al se libera por reduccién y es captado y catalizado por el
NADH. El resultado es un incremento en la produccién de AMP ciclico (cAMP). Y las
consecuencias son: un incremento en la sintesis de prostaglandinas por la intoxicacién célular, la
acumulacién excesiva de sal y agua en ¢l lumen intestinal y la muerte célular. Los sintomas se
manifiestan como inflamacién severa y una diarrea intensa caracteristica de la enfermedad. Del
pentamero B su actividad no es toxica (Spangler, 1992). Ademas la toxina de célera es un fuerte
inmunogéno de la mucosa. TC se ha usado como un adyuvante de la mucosa induciendo respuesta
inmune contra antigenos coadministrados con ella e incrementando fa inmunogenicidad mucosa y

eficacia de las vacunas orales no replicables (Licke y Holmgren, 1986). Ademas de que la
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inmunizacidn con toxina de célera produce una alta respuesta sistémica por ruta enteral y parental
en ratas (Solbreux et al; 1990).

Los esfuerzos para estimular la inmunidad pot la via oral, pueden inducir tolerancia (Elson Y
Ealding, 1984), sin embargo la toxina de célera es capaz de evitar la tolerancia oral a ciertos
antigenos administrados oralmente. Estos efectos sugieren que 1a toxina de célera es capaz de alterar
la regulacion del tejido linfoide asociado al intestino GALT (Elson et af; 1995)

En un estudio de el efecto del adyuvante toxina de cdlera en la mucosa (Marinaro ef al; 1995)
observaron que inmunizando ratones oralmente con toxoide tetdnico (TT) y toxina de célera como
adyuvante se indujeron respuestas de IgA secretoria en el tracto gastrointestinal y en el suero IeG
incluyendo las subclases IgG1 e IgG2b, el regimén oral indujé respuesta especifica de I[gE a TT y
TC, encontrando también que la toxina de cdlera estimulaba [a produccion de células CD4 en placas
de Peyer y bazo. Los resultados presentaron que la toxina de célera actui como adyuvante mucoso
porque incrementa a Th2 y en particular a la TL-4.

3.- INMUNOGLOBULINAS DE LAS MUCOSAS.

A pesar de que la importancia de la IgA en la proteccién inmune esta bien establecida, los
mecanismos por los cuales se establece y se regula la respuesta inmune en las superficies mucosas
son en gran parte especulativos (Mestecky ef al; 1994) la funcién central de la IgA en la respuesta
inmunitaria de las mucosas, se basa en el hecho de que tiene propiedades que le permite funcionar
de manera mas eficaz que los otro isotipos de inmunoglobulinas ya que puede neutralizar virus y
también inhibir la fijacién de bacterias a células epiteliales y es resistente a las proteasas
microbianas. La IgA, es en el organismo humano la inmunoglobulina que tiene un indice de sintesis
que excede a aquel de todas las inmunoglobulinas juntas, Otras inmunoglobulinas distintas de IgA
también desempefian una tarea importante en el sistema inmunitario de ias mucosas. La IgM en las
mucosas al igual que la TgA puede transportarse a través de la celula epitelial por un mecanismo
también mediado por SCA (Componente secretor). Esta capacidad de actuar como inmunoglobulina
de las mucosas se muestra por el hecho de que, por lo general,reemplaza adecuadamente la IgA para
producir inmunidad en mucosas en individuos con deficiencia selectiva de IgA sin embargo, Ia
sintesis de IgG en mucosas es bastante baja, no se transporta a través del epitelio pero, si tiene
funcién en esta drea (Childers,1989; Brandtzaeg er af; 1989).
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4.- ESTUDIOS DE LAS POBLACIONES DE CELULAS PLASMATICAS EN
CONDICIONES NORMALES,EN CONDICIONES LIBRES DE GERMENES Y
EN ANIMALES INMUNIZADOS.

En un trabajo realizando observaciones inmunohistoquimicas en tejidos linfoides de ratones

libres de germenes y convencionales de la cepa C3H, (Crabbé er al; 1970) encontraron que en

animales adultos convencionales, el bazo contenia en su mayoria linfocitos B de la clase IgM, enel
intestino y menos extendido en el nédulo linfoide mesenterico, los linfocitos B de la clase IgA
fueron los predominantes. No fueron encontrados linfocitos B en los tejidos linfoides de ratones
recien nacidos, los primeros linfocitos B fueron observados despues del quinto dia de nacer y
fueron de la clase IgM. Los tejidos linfoides extraintestinales de un adulto libre de germenes se
caraterizaron por una escasez de linfocitos B de clase 1gG e IgA, donde los linfocitos contenfan IgM
en menor niimero que un ratén convencional y el intestino fue pobre en IgA.

En un trabajo (Weisz-Carrington, ef o/ 1979) inmunizaron ratones por via oral con una dosis
de lmg/ml de ferritina para ver la distnibucién de células plasmiéticas de isotipo IgA, IgG, IgM
productoras - de anticuerpos  antiferritina, tales anticuerpos fueron detectados por
inmunofluorescencia, observades en diferentes sitios secretores como intestino delgado, glandulas
mamarias, glandulas salivales y tracto respiratorio las observaciones sugirieron que células
inmunizadas localmente via el intestino migran a sitios secretores distantes. Encontrando una
cantidad predominante de células plasmaticas JgA en el GALT (del ingles gut-associated lymphoid
tissue) . Y en sitios secretores encontraron en Intestino delgado IgA 80%, IgM 14 %, IgG 6%, en
glandulas mamarias IgA 84%, IgM 12%, 1gG 4%, en la glandula parotida IgA 71%, I1gM 22%, IgG
7%, vy en el tracto respiratorio IgA 75%, 1gM 17%, 1gG8%. Y se comprobdé que las células
estimuladas en un sitio exocrino pueden migrar a sitios exocrinos anatomicamente remotos no
expuestos a antigenos.

En un estudio con ratas utilizarén anticuerpos monoclonales marcados con peroxidasa
antilgA, antilgG, antiigM y antilgE en tejidos como intestino delgado y en placas de Peyer (Sminia
y Plesh, 1982) encontraron que el domo y la corona de placas de Peyer contenian un porcentaje de
células con inmunoglobulinas de superficie en las siguientes proporciones; IgM 40%, IgG 40%, IgA
15% y un 5% para IgE. En la limina propia de intestino defgado s¢ encontraron células con

inmunoglobulinas de superficie pero mucho més con inmunoglobulinas citoplasmicas presentes en
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los siguientes porcentajes; 75% IgA, 20% IgG, 5% IgMy <1% IgE. Un afio despues (Sminia et
al; 1983). Realizaron observaciones histolégicas en la resbuesta inmune intestinal a peroxidasa de
rabano (HRP) en ratas inmunizadas con HRP por vias intraperitoneal, intravenosa, intraentérica e
intraplacas de Peyer, encontrando que una sola inyeccion intraperitoneal o intraénterica induce la
formacién de células anti HRP en placas de Peyer y lamina propia y en el periodo inicial fueron
localizadas muchas células blasticas en el drea interfolicular de placas de Peyer, despues mas del
90% de las células antiHRP fueron localizadas en la limina propia de las vellosidades teniendo la

morfologia de células plasmdticas.

5.- RESPUESTA INMUNE CONTRA Entamoeba histolytica

La amibiasis, la infeccién causada por Entamoeba histolytica continua siendo una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad en ef mundo (Walsh,1986). Entamoeba histolytica,
como la mayoria de los patégenos infecciosos penetra al organismo via las superficies mucosas. Los
trofozoftos de este pardsito son los que afectan al intestix_m grueso del humano causando disenteria y
de ahi pueden diseminarse a otros organos como el higado y provocar la amibiasis extraintestinal
(Camacho, 1986).

El papel de la respuesta inmune contra la amibiasis es motivo de estudio. La respuesta
inmune antiamiba se ha enfocado a la respuesta sistémica. En cuanto a la respuesta inmune en
mucosas, de humanos se han detectado anticuerpos antiamiba en heces, leche y saliva. (Kretschmer
1986, 1990). En diferentes trabajos donde se analizan en ratones la respuesta inmune humoral,
intestinal y sistémica inducida por la administracién local y sistémica de trofozoitos de Entamoeba
histolytica fijados con ghutaraldehido. Los resultados mostraron que por la administracién local
{(intragdstrica y rectal) o sistémica (intraperitoneal) se inducen respuestas de anticuerpos antiamiba
de los tres isotipos mayoritarios (IgA, IgG, IgM), a nivel local (placas de Peyer y liquidos
intestinales), aunque la magnitud de dichas respuestas varié dependiendo de la ruta de inmunizacion
también se analizd, la cinética de la respuesta antiamiba, después de una sola inmunizacién con
trofozoitos fijados con glutaraldehido (Moreno-Fierros ef af; 1992a, 1992b, 1994, 1995, 19964,
1996b).
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C.JUSTIFICACION.

En resultados previos del laboratorio se ha encontrado que la administracién local y
sistémica de trofozoitos 'ﬁjados con glutaraldehido induce respuestas de anticuerpos de los tres
isotipos mayoritarios en intestino delgado ¥ grueso, en el intestino grueso la IgA parece no ser el
isotipo predominante, por otra parte al analizar el efecto de toxina de célera en la respuesta inmune
local y sistémica antiamiba se observé que toxina de célera no modifica la respuesta sistémica
antiamiba, pero si tiene efecto sobre la respuesta intestinal. Este efecto es diferente en intestino
delgado y dependiente de la ruta de inmunizacion. El isotipo predominante en la respuesta inmune
de mucosas en intestino delgado es IgA, sin embargo la inmunizacién local o sistémica con
trofozoitos fijados con glutaraldehido produce altas respuestas de anticuerpos de los tres isotipos
mayoritarios. Este trabajo pretende determinar a njvel histologico si la inmunizacién local y
sistémica con amibas fijadas con glutaraldehido modifica los linfocitos B y células plasmaticas de
los isotipos IgA, IgG e IgM. Por otra parte ya que la toxina de colera modifica las respuestas
intestinales antiamibianas también se evaluara si la coadministraciéq.de toxina de célera con

trofozoitos fijados con glutaraldehido modifica los linfocitos B y células plasméticas intestinales.
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IIL.- OBJETIVOS.

1.-Generales,

Determinar si los linfocitos B y células plasmiticas de intestino delgado y grueso se
modifican por efecto de dos inmunizaciones a: con amibas fijadas con glutaraldehido, b: con amibas

fijadas con glutaraldehido y toxina de célera, por la ruta de inmunizacién o por el adyuvante toxina
de colera.

2.-Especificos.

Determinar si la inmunizacién con amibas fijadas con glutaraldehido medifica las
proporciones de linfocitos B y células plasméticas de los isotipos IgA, 1gG e IgM.

Precisar si la ruta de inmunizacién local o sistémica influye en la cantidad de linfocitos B y
células plasmaticas.

Establecer si el empleo del adyuvante toxina de célera modifica la cantidad de linfocitos By
células plasmiticas.
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IV.- METODOLOGIA.

INMUNIZACION

Se inmunizaron ratones Balb/c desparasitados de tres meses de edad, con amibas fijadas con
glutaraldehido. Los animales recibieron cuatro inmunizaciones semanales de 500 000 trofozoitos y
se sacrificaron siete dias despues de la tiltima inmunizacién. Las vias de inmunizacion que se
utilizaron fueron la oral, la intraperitoneal y la intramuscular. Se imnu.r-liz.aron 6 grupos de cinco
ratones cada uno, 3 grupos con amibas fijadas con glutaraldehido solas ¥ 3 grupos con amibas
fijadas con glutaraldehido coadministradas con 10 microgramos de toxina de colera (Moreno -
Fierros et al,1995).

Grupo control: cinco ratones no inmunizados.

Amibas fijadas con glutaraldehido: Cultivos axénicos de trofozoitos de Entamoeba histolytica
HMI-IMSS en medio TYL de 24-48 hrs. (Diamond er al, 1978), se cosecharon, se lavaron con PBS
¥y se ajustaron a una concentracién de un millén de células por ml., se fijaron por una hora con

glutaraldehido al 0.25% y se lavaron cinco veces con PBS (Moreno-Fierros et al, 1992),

1.-OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA PARA- LA DETERMINACION
DE LINFOCITOS B Y CELULAS PLASMATICAS.

a) Se tomé un cm de intestino delgado de la parte de! duodeno cerca al €stdmago y un cm de
intestino grueso del colén descendente cerca del recto y se fijaron en dos ml de fijador amortiguado
de formaldehido con picrato (Stefanini ef a/, 1967) (Apendice 1).

b) Después de dos horas de fijacién se lavaron con PBS 1:3, se incluyeron los tejidos en
parafina con la técnica de Martoja (1970) de la siguiente manera:

Agua 30 min, alcohol 70% 30 min, alcohol 80% 30 min, alcohol 96% 30 min, alcohol 100%
45 min, alcohol amilico 24 h, Parafina I 2h, parafina I 2 h, inclusion definitiva en Paraplast en
bloques de aluminio. Se orientaron los tejidos y se etiquetaron.

Se cortaron a] microtomo de rotacién (Marca American Optical} a cinco micras y se fjaron
al portaobjetos con solucidn Ruyter y con calor en una estufa a 60°C.

Se lievo a cabo la técnica inmunohistoquimiéa para deteccién de finfocitos B y células

plasmiticas. Esta se realiz6 utilizando anticuerpos comerciales contra inmunoglobulinas de ratén
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peroxidado anti IgA (anti cadena alfa), anti IgG (anti cadena Fc gamma), y anti IgM (anti cadena

Mu} de la signiente manera:

1)
2)

3)

L)
3)

6)

8
9)

Desparafinacién con xilal I, xilol II durante 3 min cada uno.
Hidratacion con alcoholes decrecientes a partir de alcohol al 100%, alcohol al 90%, y
aleohol al 70% durante un mimuto cada una.
Inactivacién de la peroxidasa endégena con 0.674% HCL en etanol al 100% (Weir et.
al,1974). En una camara hiimeda
Blogueo con suero bovino al 1% en PBS 1x.
Incubacién con los conjugados anti IgA, anti IgG y anti IgM marcados con peroxidasa en
una dilucién 1:100 en suero bovino al 1% en PBS 1x durante 24 h a 4°C.
Se lavé con PBS 1:3 dos veces,
Incubacion con el sustrato diaminobencidina (DAB) con 20 mg de DAB en 100 ml de PBS
1:3 con 500 microlitros de peroxido de hidrégeno preparado de la s-i.guiente manera: 33 p
de perdxido de hidrogeno al 30% + 967 m! de agua durante 30 min.
Se lavé con PBS 1:3 cuatro veces durante un minuto cada una.

Contratincién con hematoxilina de Mayer por un minuto.

10} Deshidratacién con alcoholes crecientes alcohol 70%,90% y 100%, por un min. cada uno y se
po

monto en resina sintética. (Taylor y Burns,1974; Elson 1995).

Se observaron los cortes al microscopio y se tomaron fotografias con un microscopio ( marca Zeiss
modelo 473356-5901).
Se contardn las células que dieron reaccién positiva en tres campos al azar en 40X, obteniendo los

promedios. Debido a que los valores obtenidos con el conteo de linfocitos B y CP de los isotipos

A,GyM por si mismos no revelaban diferencias se transformaron a porcentajes,
A los resultados se les aplicod el estadistico de ANOVA y de Tukey realizada con el programa

(Statistica-SAS para Windows versién 3.11).

18



METODOLOGIA

INMUNIZACION RATONES Balb/C
cinco ratones por ¢/via cuatro dosis una cada semana

|
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V.- RESULTADOS.

En el presente trabajo se realizé un estudio inmunohistoquimico en cortes de duodeno y de colon
de ratones controles y de ratones inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido,
utilizando anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratén conjugados a peroxidasa, para determinar
s, en el intestino, se modificaban las poblaciones de células plasmaticas y de linfocitos B de
diferentes isotipos, por efecto de la inmunizacién con trofozoitos fijados con glutaraldehido. La
inmunizacién con trofozoitos fijados con glutaraldehido, coadministrados con o sin toxina de
colera, por cualesquiera de las rutas ensayadas (oral, intraperitoneal, intramuscular), modificé
los linfocitos B y células plasmiticas de los isotipos IgA e IgM; tanto en intestino delgado como
en intestino grueso, ya que los intestinos de los animales inmunizados, presentaron un mayor
porcentaje de de linfocitos B y células plasmaticas IgA y un menor porcentaje de linfocitos B ¥

c¢lulas plasmaticas IgM, en relacién al presentado por los controles (no inmunizados).

1.-Efecto de_la inmumizaciéon con trofozoites fijados con glutaraldehido en Intestino

Delgado.
Los porcentajes de linfocitos B y células plasmaticas de los isotipos IgA, IgG e IgM observados

en duodeno se muestran en la figura 2. En los controles se observd que IgM fue el isotipo
predominante de linfocitos B y células plasmaticas; y adem4s que los porcentajes de linfocitos B
y células plasméticas IgM de los controles (40 %) eran mayores a los de los inmunizados. En los
diferentes grupos de animales inmunizados Jos porcentajes de linfocitos B y células plasmdticas
de los diferentes isotipos en intestino delgado, fueron variables: en los grupos oral e IP sin toxina
de colera predominé el porcentaje de linfocitos B y células plasmaticas IgA (fig 4), en el grupo
IM con toxina de colera predominé el porcentaje de linfocitos B y células plasmaticas IgG y en
el resto de los grupos no se observo que predominara el porcentaje de algin isotipo en particular.
En los grupos de animales inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas téxina de
colera se observé un mayor porcentaje de linfocitos B y células plasmaticas 1gG (fig 5) en

comparacion con el observado en los grupos que recibicron trofozoitos fijados con

glutaraldehido sin toxina de célera.
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Al comparar los porcentajes de linfocitos B y células plasmaticas de diferentes isotipos en los
intestinos delgados de los animales inmunizados por las diferentes vias con los de los controles,
observamos que tinicamente los animales inmunizados por la via IP con trofozoitos fijados con
glutaraldehido presentaron un porcentaje significativamente mayor (p<0.05) de linfocitos B y
células plasmiticas IgA (46 %), y un porcentaje significativamente menor (p<0.05) de linfocitos
B y células plasmaticas IgM, al presentado por los controles. Adn cuando solo el grupo IP
presento diferencias significativas, en general en los grupos de animales inmunizados se observéd
que el porcentaje de linfocitos B y células plasméticas IgM era mer-l.or y el de linfocitos B y
células plasmiticas JgA era mayor al presentado por los animales controles {exceptuando el
porcentaje de linfocitos B y células plasmiticas IgA observado en el grupo de ratones

inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido por la via IM), (Figura 2).

2.-Efecto de la inmunizacién con trofozoitos fijades con glutaraldehido en intestino grueso
Los porcentajes de linfocitos B y células plasmaticas de los isotipos IgA, IgG e IgM, observados

en colon descendente de los animales inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido en
presencia o en ausencia de toxina de célera, se muestran en la tabla 2 y figura 3. A diferencia de
lo observado en intestino delgado, en intestino grueso no se observé que en los animales
controles IgM fuera el isotipo predominante de linfocitos B y células plasmaticas, ya que los
porcentajes de linfocitos B y células plasméticas de los tres isotipos se encontraron en
proporciones similares. Sin embargo en los grupos de animales inmunizados se observé que IgA
fue el isotipo que presenté un porcentaje de linfocitos B y células plasméticas predominante (fig.
6). En intestino grueso, todos los grupos de animales inmunizados presentaron porcentajes de
linfocitos B y células plasmdticas IgM significativamente menores (p<0.05), y de linfocitos B y
células plasmaticas IgA significativamente mayores (p<0.05) a los observados en los controles.
Estos resultados indican, que la inmunizacién local o sistémica con trofozoitos fijados con
glutaraldehido en presencia o en ausencia de toxina de célera modifica las proporciones de
linfocitos B y células plasmaticas de los isotipos IgA e IgM (fig. 7), en colon descendente, pero

no las proporciones de linfocitos B y células plasmiticas IgG.

21



3.-Efecto de la toxina de célera.

Al comparar los grupos de animales inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas
toxina de cdlera con los inmunizados linicamente con trofozoitos fijados con glutaraldehido,
observamos que la toxina de célera no modifica significativamente los porcentajes de linfocitos
B y células plasmiticas de los diferentes isotipos en intestino delgado y en intestino grueso.
Aunque se observé una tendencia no significativa de los animales inmunizados con toxina de

colera a presentar un mayor porcentaje de linfocitos B y células plasmaticas IgG.

4.-Intensidad de reaccién de los anticuerpos

Ademés de cuantificar los porcentajes de linfocitos B y células plasméticas de los isotipos IgA,
IgG ¢ IgM se evalué cualitativamente la intensidad de reaccién (produccién de anticuerpos por
célula plasmatica) de los diferentes isotipos en limina propia y epitelio para determinar si
existian diferencias regionales en la intensidad de reaccién por efecto de la inmunizacién con
trofozoitos fijados con glutaraldehido. La escala arbitraria utilizada pa;‘a evaluar la intensidad de
reaccion fue la siguiente: O=ausencia de reaccién, 1=reaccién baja, 2=reaccién moderada, 3=
reaccién intensa, 4=reaccién muy intensa. En la tabla 1 se muestra la intensidad de reaccidn
presentada por los linfocitos B y células plasmiticas de los isotipos IgG, IgM e IgA en los
intestinos delgado y grueso de los animales inmunizados con trofozoitos fijados con

glutaraldehido y trofozoftos fijados con glutaraldehido mds toxina de célera.

5.-Efecto de la intensidad de reaccién en células plasmiticas de ratones
inmunizados contra controles

6.- Intestino delgado. B

En intestino delgado, en la lamina propia, en todos los grupos de animales inmunizados Ia
intensidad de reaccidn de IgM fue menor a la observada en los controles que presentaron muy
alta intensidad de reaccién (a excepcién de los inmunizados con trofozoitos fijados con
glutaraldehido por la via IM que tuvieron una intensidad de reaccién fuerte igual a la de los
controles). En ldmina propia todos los grupos inmunizados con trofozoitos fijados con
glutaraldehido mas toxina de célera, asi como ¢n el grupo inmunizado por la via oral solo con

trofozoitos fijados con glutaraldehido, presentaron una intensidad de reaccién de IgM baja. En
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tanto que ¢l grupo IP-con trofozoitos fijados con glutaraldehido presenté una intensidad de
reaccion de IgM moderada.

En el epitelio, la intensidad de reaccion de IgM en los controles fue fuerte, igual a la observada
en los grupos IP-con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas toxina de cdlera y oral-con
trofozoitos fijados con glutaraldehido. En el grupo IM-con trofozoitos fijados con glutaraldehido
la intensidad de reaccién fue mayor a la de los controles. En los grupos oral-con trofozoitos
fijados con glutaraldehido més toxina de célera e IM-con trofozoitos fijados conglutaraldehido
mis toxina de célera la intensidad de reaccién de IgM fue baja.

La intensidad de reaccién de IgG en la lmina propia de Ia mayoria de los grupos de animales
inmunizados fue mayor a la observada en los controles (fig. 5) (exceptuando al grupo de ratones
inmunizados por la via IM con toxina de célera que presentaron una intensidad de reaccion
fuerte igual a 1a de los controles).

En el epitelio la intensidad de reaccién de IgG fue variable en los grupos de animales
inmunizados. Los controles presentaron una intensidad de reaccién moderada al igual que los
inmunizados por la via IM con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas toxina de célera. Los
grupos IP y oral con toxina de célera y el grupo IM sin toxina de célera presentaron una
intensidad de reaccion fuerte, mayor a la presentada por el control. El grupo oral presenté una
intensidad de reaccion muy fuerte mayor a la del control. Finalmente el grupo IP-con trofozoitos

fijados con glutaraldehido no presenté reaccién de IgG en el epitelio.

La intensidad de reaccién de IgA en la limina propia de los controles fue fuerte. Los grupos
inmunizados por la via IM con o sin toxina de célera presentaron una igual intensidad de
reaccién'que los controles. Los grupos inmunizados por la ruta oral con o sin toxina de célera y
el grupo inmunizado intraperitonealmente con trofozoitos fijados con glutaraldehido presentaron
una intensidad de reaccién muy fuerte, mayor a la de los controles (fig. 4). El grupo IP con
toxina de célera presento una intensidad de reaccién de IgA baja.

En el epitelio 1a intensidad de reaccién de IgA en los controles fue fuerte igual a la presentada
por el grupo inmunizado con trofozoitos fijados con glutaraldehido por la via IM. Los grupos
inmunizados con trofozoites fijados con glutaraldehido por la via oral con o sin toxina de célera,

presentaron una intensidad de reaccién de IgA muy fuerte, es decir mayor a Ia observada en los
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controles. Los grupos inmunizados por la via IP con o sin toxina de célera y por la via IM con

toxina de colera presentaron una intensidad de reaccién menor a la de los controles.

7.-Efecto de Ia toxina de célera en Ia intensidad de reaccién de los .anticuerpns en intestino

delgado.

El efecto de la toxina de célera en Ia intensidad de reaccién de los anticuerpos varid dependiendo
de la ruta de inmunizacién, del isotipo de anticuepo analizado y de la region (lamina propia o
epitefio) evaluada, aunque de manera general observamos que por efecto de toxina de célera la
intensidad de reaccion disminuyé o no se modifico ( solo en ¢l caso de la via IP, la toxina de
colera increments la intensidad de reaccién de IgM en limina propia y la de IgG en el epitelio).
El efecto de toxina de célera en la intensidad de reaccién de IgM fue variable, ya que por las
vias IM y oral, la toxina de colera provocé una disminucién en la intensidad de reaccion de IgM
en el epitelio. Sin embargo por la via IP se observé un efecto contrario pues los inmunizados por
la via IP sin toxina de célera no presentaron redcccién de IgM en el epitelio, mientras que los
coadministrados intraperitonealmente con toxina de célera presentaron una reaccion fuerte. En la
lamina propia por la via oral toxina de célera no modificé la intensidad de reaccién mientras que
por las vias IP e IM se observé que la intensidad de reaccién de IeM fue menor en los
coadministrados con toxina de célera que en los inmunizados éinicamente con trofozoitos fijados
con glutaraldehido.

En la limina propia por las vias IP y oral, Ia toxina de célera no modificé la intensidad de
reaccién de IgG mientras que por la via IM la toxina de célera disminuyé la intensidad de
reaccién de IgG. En el epitelio por las vias oral e IM, la toxina de célera disminuyé ligeramente
la intensidad de reaccién de IgG, mientras que por la via IP la toxina de célera provocd un
incremento significativo, By
En la ldmina propia por las vias IP y oral, la toxina de célera no modificé la intensidad de
reaccion de IgG mientras que por la via IM la toxina de célera disminuyé la intensidad de
reaccién de 1gG. En el epitelio por las vias oral e IM, la toxina de célera disminuyd ligeramente
la intensidad de reaccién de IgG, mientras que por la via IP Ia toxina de célera provocd un

incremento significativo.
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Al analizar el efecto de la toxina de colera en la intensidad de reaccién de IgA observamos que
en la lamina propia la intensidad de reaccién no se modifica por las vias oral e IM, sin embargo
por la via IP la intensidad de reaccién de IgA disminuye notablemente en los coadministrados
con toxina de cdlera. En el epitelio se observé que por la via oral-con toxina de colera no
modifico la intensidad de reaccion de I[gA mientras que por las vias IP ¢ IM la toxina de colera

disminuys la intensidad de reaccion de IgA.

8.-Intestino grueso.

9.-Comparacién de la intensidad de reaccién de los anticuerpos en ratones inmunizados v

controles

La intensidad de reaccién de IgA en la 1amina propia de los controles fite muy fuerte y en los
inmunizados por las vias IM y Qral con o sin toxina de célera fue igual de intensa. Por la via IP
con o sin toxina de célera la intensidad de reaccién de IgA fue fuerte, pero de menor intensidad
a la de los controles. En el epitelio la intensidad de reaccién de los inmunizados en general fue
menor (baja o moderada} a la de los controles que mostraron una intensidad de reaccién de IgA
fuerte, exceptuando al grupo de animales inmunizados por la via IM con trofozoitos fijados con
glutaraldehido mas toxina de célera que mostr una intensidad de reaccién muy fuerte, mayor a
la de los controles.

La intensidad de reaccién de IgG en el epitelio de los animales inmunizados en general fue
menor (moderada, baja o nula) a la presentada por los controles que mostraron una intensidad de
reaccidn fuerte, exceptuando el grupo inmunizado oralmente con trofozoitos fijados con
glutaraldehido que present6 una intensidad de reaccion muy fuerte.

En la lamina propia la intensidad de reaccién de IgG de los grupos inmunizados por las vias oral
con trofozoitos fijados con glutaraldehido e IP-con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas
toxina de célera fue muy fuerte igual a la de los controles, mientras que en el resto de los grupos
inmumjzados fue menor ( por las vias IP-con trofozoitos fijados con glutaraldéhido ¢ IM-con
trofozoitos fijados con glutaraldehido fue moderada y por las vias IM y oral con toxina de célera
fue fuerte).

La intensidad de reaccién de IgM en ¢l epitelio de los inmunizados fue menor (moderada, baja o
nula) a la de los controles que presentaron una intensidad de reaccién fuerte. En la lmina propia
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la intensidad de reaccién de IgM de los inmumizados fue menor a la de los controles que
presentaron una intensidad de reaccién muy fuerte. En los grupos IP-con trofozoitos fijados con
glutaraldehido, IM-con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas toxina de célera y Oral-con
trofozoitos fijados con glutaraldehido fa intensidad de reaccién de IgM fue baja en los grupos
oral e IP con toxina de colera fue moderada y en el grupo IM-con trofozoitos fijados con

glutaraldehido la intensidad de reaccién fue fuerte.

10.- Efecto de la toxina de célera en la intensidad de reaccién de los anticuerpos en

Intestino Grueso

La toxina de colera no modificé la intensidad de reaccién de IgA en limina propia en los
inmunizados por las vias IP, IM y oral. Sin embargo en el epitelio el efecto de la toxina de célera
fue variable, ya que disminuyo la intensidad de reaccién de IgA por las vias IP y oral e
increments la intensidad de reaccién por la via IM.

La mtensidad de reaccién de IgG en la limina propia se incrementd por efecto de la toxina de
colera en los inmunizados por las vias IP ¢ IM, mientras que por la via oral, la toxina de célera
disminuyé la intensidad de reaccién de IgG. En el epitelio, por efecto de la toxina de célera la
intensidad de reaccién de IgG disminuyé por las vias IP y oral, mientras que por la viaIM no
modificd la intensidad de reéceién. En la ldmina propia, Ia intensidad de reaccién de IgM se
incrementd por efecto de Ia toxina de célera por las vias IP y oral y disminuy¢ por la via IM.
Mientras que en el epitelio el efecto de la toxina de célera en la intensidad de reaccion de IgM
fue muy variable, disminuy6 la intensidad de reaccioén por la via IP, la incrementé por la via oral
v no se modificé por la IM.

Es importante mencionar que en el epitelio de los inmunizados por la via IP con trofozoitos
fijados con glutaraldehido més toxina de célera solo se observé una intensidad de reaccién de
IgA baja y que no se detectd reaccion de IgG ni de IgM en el epitelio. El grupo inmunizado
oralmente con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas toxina de célera también presentd una

baja reaccién de IgA e IpG.
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PORCENTAJES DE LINFOCITOS B Y CELULAS PLASMATICAS IgA ,IgG , igM EN
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FIGURA 2, Porcentajes de linfocitos B y células plasmaticas IgA,igG,IgM en intestino
delgade de ratones inmunizados por las vias IP, IM, y Oraf con trofozoitos fijados con
glutaraldehido con 207 sin téxina de colera.



PORCENTAJES DE LINFOCITOS B Y CELULAS PLASMATICAS IgA ,IgG ,IghM EN
COLON DESCENDENTE

LPTFG LP TFG-TC
oM IgM
A 29% 7w 19A
kG 1gG
0% 33%
IM-TFG LM-TFG-TC
IgM
;?z: oA 7% IgA
as* 371;
G 19G
2% 36%
ORAL-TFG ORAL-TFG-TC
Il -
lgM 1
™% IgA gA
3% 32%36%
3G IgG
il 32%
CONTROL
g IgA
34%341.
WG
32%

FIGURA 3. Porcentajes de células plasmiticas IgA,igG,IgM en intestino grueso de
ratones inmunizados por las vias IP, IM y Oral con trofozoitos fifados con
glutaraldehide con o sin téxina de colera.
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TABLA 1. Desviaciones estandar y medias de los porcentajes de linfocitos B y

células plasmiticas en intestinos delgado y grueso.

DESVIACION

CONTROL | MEDIA CONTROL [ MEDIA | DESVIACION
INTESTINO ESTANDAR | INTESTINO ESTANDAR
DELGADO GRUESO
IgA 31.20 743 1A 34.10 6.38
IgG 2949 3.02 1gG 32.10 573
IgM 39.29 4.50 IgM 33.76 2.68
Ir TFG IP TFG
IgA 46.41 10.28 IgA 38.79 6.97
IzG 26.05 5.42 IsG 29.74 10.70
IgM 24.50 841 IgM 3145 10.91
P TFG-TC IP TFG-TC
IgA 33.62 5.77 IgA _ 38.06 14.47
IzG 35.65 5.82 1:G 32.34 0.02
IgM 30.70 8.96 IgM 29.07 9.98
IM TFG IM TFG
TgA 30.09 6.18 IgA 35.08 1131
1gG 34.45 11.10 IzG 32.99 6.29
IgM 35.43 12.07 IeM 31.90 7.56
IM TFG-TC IM TFG-TC
1zA 33.46 6.90 IgA 3732 9.48
I:G 38.62 6.10 12G 35.54 9.54
1sM 27.84 6.59 IsM 27.11 7.14
ORAL TFG ORAL TFG | _
IgA 39.10 7.70 IgA 38.73 7.84
1:G 29.08 6.98 1:G 34.22 727
IgM 31.8 2.01 isM 27.03 8.14
ORAL TFG- ORAL TFG-
TC TC . .
IgA 34.02 12.20 IgA 35.36 1118
1:G 33.38 10.65 IgG 32.49 1168
IgM 32.58 10.95 IgM 32.12 8.10
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Tabla 2. Intensidad de reaccién de los anticuerpos IgA, IgG, IgM, en las

células de la mucosal intestinal,

INTESTINO DELGADO [INTESTINO GRUESO
CLASE [LAMINA PROPIA EPITELIOJLAMINA PROPIA _ |EPITELIO
DE
VIA lgs
IgA 3 3 4 3
CONTROL IgG 3 2 4 3
igM 4 3 4 3
IgA 4 2 3 2
IP TFG lgG 4 0 2 2
IgM 2 0 1 2
igA 1 1 3 1
IP TFG-TC 1gG 4 3 4 0
igM 1 3 2 0
IgA 3 3 4 2
IMTFG igG 4 3 2 2
IgM 4 4 3 2
IgA 3 1 4 4
IM TFG-TC IgG 3 2 3 2
IgM 1 1 1 2
IgA 4 4 4 2
ORALTFG |igG 4 4 4
igm 1 3 1 1
IgA 4 4 4 1
ORALTFG-TC {igG 4 3 3 1
IIgM 1 1 2

REACCION DEL ANTICUERPQ

0=AUSENTE 1=BAJA 2=REGULARC
MODERADA

3=FUERTE 4=MUY FUERTE

30



Fig. 4. Efecto de la inmunizacién con TFG en las poblaciones de células IgA en intestino delgado de
ratén. Cortes transversales de intestinos delgados de raton. (1) Control € inmunizades con TFG como se
describe en métodos por las vias oral (2), (3). La inmunizacién por las vias Oral e IP, provocd un
incremento en los porcentajes de linfocitos B v CP IgA vy la intensidad de reaccién de IgA en la limina
propia y epitelio. Se aprecia que el contral (1) 63X, presenta un menor nimero de linfocitos B v CP IgA
que el inmunizado por la via Oral (2) 63X y (3) 400X, En (3) se aprecia la limina propia y el epitelio.
Contratincidn con hematoxilina de Mayer
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Fig. 5. Efecto de la inmunizacién con TFG con o sin toxina de célera en la reaccién de IgG en intestino
delgado de ratén. La inmunizacién con TFG con o sin TC per las vias IP, IM, y Oral, aumenté la
intensidad de reaccién de IgG. Cortes transversales de intestinos delgados de raton, (1) Control 40X y (2)

inmunizado por la via Oral 40X. Contratincién con hematoxilina de Mayer.
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Fig. 6. Efecto de la inmunizacion con TFG con o sin TC en la reaccién de IgA en intestino grueso de
ratén. La inmunizacién con TFG con o sin TC, aumentd los porcentajes de linfocitos B y CP IgA. Se
aprecia en los cortes transversales de IG que la intensidad de reaccién en la l4mina propia y en el epitelio
del control (1) 63X es menor que la del inmunizado por la via IM (2) 63X. Contratincién hematoxilina
de Mayer.
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Fig. 7. Efecto de la inmunizacién con TFG con o sin TC en la reaccién de IgM en intestino grueso de
ratén. La inmunizacién con TFG con o sin TC, por las vias IP, IM y Oral disminuy6 los porcentajes de
linfocitos B y CP IgM y la intensidad de reaccién de IgM. Se aprecia que en el control (1) 63X, La
intensidad de reaccion y el mimero de células plasméticas 1gM es mayor que en el inmunizado por la via
oral (2) 63X. Contratincién hematoxilina de Mayer.
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VI.- DISCUSION

En este trabajo se encontré gue la inmunizacion con amibas fijadas con glutaraldehido, modifica
las células plasmaticas y linfocitos B de los isotipos IgA e IgM en intestinos delgado y grueso de
ratones Balb/c; ya que los intestinos de los animales inmunizados presentaron un mayor
porcentaje de linfocitos B y células plasméticas IgA y un menor porcentaje de linfocitos B y
células plasméticas IgM en relacion a los presentados por los controles no inmunizados.

Sin embargo, es importante mencionar que los porcentajes de linfocitos B y células

plasméticas de los distintos isotipos encontrados en el presente trabajo, en los intestinos de los
ratones controles e inmunizados, difieren de los reportados utilizando inmunfluorescencia
indirecta en intestinos de humano, rata y ratén no inmunizados. Crabbé et al (1970), encontraron
que en intestino delgade de ratén predominaban las células plasmiticas IgA ,Sminia y Plesh
{1982), encontraron en la lamina propia de intestino delgado de ratas los porcentajes eran IgA
(75%),IgG (20%), IgM (5%), mientras que Brandtzeng et al,{ 1994), encontraron en intestino
delgado de humanos en duodeno y yeyuno un porcentaje de células plasmaticas IgA (79%), IgG
(3%, IgM (18%).
Las células plasmaticas del isotipo IgA tienen una distribucién mayor en la ldmina propia (Ham
1975, y Leeson et al, 1987), ademas en la lamina propia del intestino delgado del hombre en
promedio el 85% de las células B contienen IgA 5%, IgG y 10% IgM (Emst et af, 1985). Una
cifra estimada entre 70-80% de todas las células productoras de Igs en humanos estan localizadas
en la mucosa intestinal y se ha reportado una cifra comparable (>80%) en ratones (Vander et
al,1987).

" Nosotros no observamos que en los controles predominara el porcentaje de células plasmaticas
de IgA, de hecho en intestino delgado observamos que el isotipo que predomind en porcentaje
fue IgM; y si bien en los inmunizados observamos un incremento en los porcentajes de
plasmiticas de IgA, no observamos que nuestros valores de porcentajes de IgA fueran del orden
del 80% como los reportados por otros autores. Las causas a las que podriamos atribuir el
contraste de nuestros datos con los de los diferentes autores podrian ser las diferencias

metodolégicas, diferencias interespecies o a la influencia de factores ambientales. El trabajo de
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Crabbé et al (1970) fue realizado en ratones sin embargo la cepa por ellos empleada fue C3H y

no Balb/c por lo que son de haplotipo diferente. Se sabe que la flora intestinal influye
significativamente en las poblaciones de células plasmaticas observadas en la ldmina propia y en
el desarrollo de las placas de Peyer. En ratones libres de gérmenes se ha observado que los
tejidos linfoides extraintestinales se caracterizan por una escasez de linfocitos B de las clases IgA
e [gG y en el intestino de IgA  Crabbé et af (1970).

En los animales inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido, se observé um
incremento en el porcentaje de células plasmaticas del isotipo IgA, ain cuando en este trabajo no
se cuantificaron las células plasmaticas especificas anti amiba, podriamos suponer que parte de
estas células incrementadas contienen anticuerpos anti amiba; basindonos en datos previos del
laboratorio en los que se ha demostrado que la inmunizacién local o sistémica con trofozoitos
fijados con glutaraldehido incrementa la respuesta de anticuerpos IgA, IgG e IgM anti amiba
tanto a nivel intestinal como sistémico especifica. La respuesta anti amiba se ha evaluado
mediante ELISPOT en células de placas de Peyer y en bazo (Moreno.Fierros ef af; 1994), y por
ELISA en suero y en contenidos de intestinos delgado y grueso (Moreno-Fierros ef al;1995).

El hecho de que la poblacién incrementada en porcentaje por efecto de la inmunizacidn fuera la
de IgA es importante porque €s un isotipo que tiene mayor valor protector que IgM que fue mas
abundante en los controles. Es bien sabido que la IgA participa de manera importante en la
proteccion inmune de las mucosas Mestecky et af (1994). La IgA tiene propiedades que le
permiten funcionar de manera mas eficaz que los otros isotipos de anticuerpos, ademds puede
neutralizar virus e inhibir la adhesion bacteriana a células epiteliales Childers (1989).

Por otra parte es importante mencionar que en trabajos previos se ha observado que la
inmunizacién con amibas induce altas respuestas de anticuerpos IgG anti amiba a nivel
intestinal, en comparacién con las que se obtienen utilizando otros inmunégenos con los que en
general (inicamente se reportan respuestas de IgA (Lamm, 1997). Sin embargo algunos autores
no reportan otros isotipos porque no los analizan (Haneberg et o/;1994, Hopkins et al;1995). En
trabajos previos del laboratorio, se encontrd que en intestino grueso por las vias rectal e IM las
respuestas de anticuerpos anti amiba del isotipo IgG son de igual magnitud a las de IgA; pero en
el presente trabajo, en general no observamos que las células plasmiticas de IgG variaran
significativamente en los intestinos por efecto de la inmunizacién. Unicamente se observd que
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por la via IM se increment6 el porcentaje de linfocitos B y células plasmaticas IgG en intestino
delgado y que en los grupos coadministrados con toxina de célera en general se observo mayor
nimero de células IgG. Se sabe que la sintesis de IgG en mucosas es bastante baja, y que no se
transporta a través del epitelio (Childers 1989).

Kaetzel y col. (1994), utilizando células epiteliales de rifion de perro Madin-Darby que expresan
plgR demostraron la necesidad de IgA monomerica a permanecer en un complejo inmune con
dIgA para ser transportada ya que, migA y mlgG pueden participar junto con dIgA en la via de
excresion para la eliminacién local del complejo inmune de IgA, esto lleva a pensar que los
anticuerpos monomericos tienen el potencial a participar en el sistema inmune de mucosas. Los
porcentajes de inmunocitos productores de IgG encontrados en duodeno y yeyuno se encuentran
en un rango del 3% en tejidos mucosos en ausencia de inflamacién, (Brandtzaeg et al;1993), El
concepto de una respuesta local de 1gG es de gran interes en el contexto de una vacunacién local
porque, la induccion de una inmunidad regionat asociada a IgG puede permanecer in sifu en
defensa de la mucosa despues de una invasién y acaso complementarse con S-IgA como una
barrera inmune a los patégenos mucesos (Berneman et al;1998).

Las razones por las que, a pesar de que sabemos que la inmunizacion con TFG incrementa las
respuestas de anticucpos IgG anti amiba en intestino, no fue posible detectar cambios en las
poblaciones de c¢élulas IgG en los animales inmunizados pueden deberse a que con la
metodologia empleada, nosotros no estamos cuantificando a las células plasmaticas especificas
anti amiba y por otra parte posiblemente se incrementd la sintesis de las plasméticas con IgG anti
amiba pero no el nimero de células IgG. En apoyo a esta wiltima posibilidad podemos mencionar
que la intensidad de reaccién de IgG en lamina propia de intestino delgado en los animales
inmunizados por las vias oral e IP con o sin téxina de colera, fue mayor a la de los controles.

El concepto original del sistema inmune comin de mucosas, establece que existen diferencias
entre el sistema inmune sistémico y entre ¢l asociado a las superficies mucosas; las principales
diferencias son que en el mucoso, existe un predominio del isotipo IgA, la presencia de células
M en el epitelio de los sitios inductores y et concepto de que la estimulacién de una respuesta en
mucosas da como resultado respuestas inmunes en todas las superficies mucosas (Strober y
Brown, 1988). Sin embargo, varias evidencias indican que dentro de} sistema inmune aseciado a

mucosas existen diferencias regionales (Moreno-Fierros et af;1999). En trabajos previos del
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laboratorio encontramos diferencias entre los intestinos delgado y grueso, en el isotipo de
anticuerpos anti amiba inducidos y en el patrén de antigenos amibianos reconocidos de manera
predominante. En el presente trabajo, se observaron diferencias en los porcentajes de células
plasmaticas de los diferentes isctipos, entre los intestinos delgado y grueso de los animales
controles; pues en ¢l delgado se observé que predominaban los linfocitos B y células plasméticas
IgM, mientras que en el grueso se observaron porcentajes similares de los tres isotipos
analizados. En los animales inmunizados también se observaron diferencias entre los intestinos
delgado y grueso; ya que en el intestino gnl]eso de todos los grupos inmunizados predominé el
porcentaje de linfocitos B y células plasméticas IgA, mientras que en el intestini delgado los
porcentajes de linfocitos B y células plasmiticas de los diferentes isotipos fueron variables en los
diferentes grupos de animales inmunizados. Estas diferencias regionales existentes entre el
intestino delgado y grueso, apoyan el concepto de la regionalizacion de la respuesta inmune en
mucosas. Otros trabajos inmunohistoquimicos que apoyan la regionalizacién de la respuesta
inmune son primero aquellos que apoyan la idea de una diferente inmunoregulacién regional en
el sistema inmune de mucosas (Underdown and Mestecky, 1994, Phillips, 1994, Brandtzaeg
1994), otros apoyan la idea de que las células B se diferencian en varias regiones del sistema
inmune de mucosas, por ejemplo, en suero la respuesta de las subclases de IgG, son
influenciadas por la naturaleza del antigeno estimulador (Papadeu, 1989). La regionalizacién del
sistema inmune de mucosas es més evidente en el tracto genital, con diferencias significativas
del intestino. Las caracteristicas basicas de! tracto intestinal que estin ausentes o incospicuas en
el tracto genital, incluyen transporte de antigenos por las células M epiteliales, los nédulos
linfoides mucosos y el predominio de IgA, dado que en secreciones genitales IgG es el isotipo
predominate (Parr,1994).

En este trabajo observamos que la coadministracion de téxina de colera no modificé
significativamente las poblaciones de células plasméticas en intestino grueso e intestino delgado
en los animales inmunizados con trofozoitos fijados con glutaraldehido; pues tnicamente se
observd una tendencia a presentar mayor porcentaje de linfocitos B y células plasmaéticas 1gG.
En resultados previos del laboratorio observamos que la coadministracion de toxina de colera no
modifica la respuesta de anticuerpos antiamiba a nivel sistémico; aunque a nivel intestinal si

observamos variaciones en la respuesta de anticuerpos anti amiba dependientes del isotipo
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analizado, la ruta de inmunizacién y la regién (intestino delgado o grueso) analizada. Ademas
observamos que solo por la ruta oral la toxina de cdlera modifica el patrén de proteinas
amibianas reconocidas de manera predominante por anticuerpos IgG.

La toxina de célera es el adyuvante mucoso mds efectivo y mejor estudiado, sin embargo atn no
se conocen bien los mecanismos responsables de la funcién adyuvante de la toxina de célera. Se
ha reportado que la inmunizacién oral de (Hemocianina) KLH junto con la toxina de célera y
seguida de la estimulacién “in vitro™ estimula tanto a las células T CD4+ productoras tanto de
linfocinas Thl, como Th2 (Homquist et al 1996). En contraste, Xu-Amano et al (1993)
reportaron que “in vivo” la toxina de célera induce sclectivamente las respuestas Th2 en ratones
C57b1/6 inmunizados con toxoide tetdnico. Sin embargo, usando la toxina de célera
sistémicamente como adyuvante para ¢l mismo antigeno, estos autores encontraron que la
estimulacién de células T CD4+ tanto de Thl como de Th2, sﬁéiriendo que la ruta de
inmunizacién més que la presencia de toxina de colera era la responsable del patrén de linfocinas
inducido.

La inmunizacién oral de KLH mis el adyuvante toxina de célera provoca mucho mayores
respucstas de células productoras de anticuerpos anti KLH y de respuestas de células T CD4+
productoras de interferon gamma en limina propia de ratones CD8-/ - comparados con las
respuestas de los ratones normales C57B1/6. Sin embargo no se encontraron diferencias en las
respuestas si.stémicas de céluias T y B hacia KLH entre ratones CD8-/- y normales, sugitiendo
que las células T CD8+ tienen una funcidn de regulacion negativa de las respuestas inmunes
mucosas, la cual podria existir a nivel de los sitios inductores (placas de Peyer) o de los sitios
efectores (limina propia), 0 en ambos sitios en los ratones normales.-De lo anterior, se puede
apreciar que existe controversia en relacién al papel modular de la toxina de célera como
adyuvante, sobre las respuestas de células Th, ya que no se sabe si el tipo de respuesta Th
depende de la ruta de inmunizacién o del antigeno “perse”. Por otro lado, los efectos de la toxina
de célera se han evaluado bisicamente en modelos en los que la coadministran con antigenos
solubles, por lo que no se sabe que ocurre con la respuesta humoral y celular cuando la toxina se
coadministra con antigenos particulados complejos como las amibas fijadas con glutaraldehido.
Ademds, existen pardmetros de la respuesta inmune sobre los que no se ha evaluado el efecto de

1a toxina de célera.
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Los efectos de la toxina de célera en la respuesta inmune se han analizado mediante la
coadministracifm de toxina de céléra con antigenos solubles simples; la mayoria de las veces
empleando la ruta oral, pero no se ha analizado el efecto de la toxina de célera coadministrada
con otros antigenos complejos como las amibas fijadas con glutaraldehido. La toxina de célera
tiene propiedades adyuvantes preferentemente sobre la respuesta de anticuerpos IgA, cuando se
coadministra con proteinas solubles por la ruta oral.

Datos de nue.stro laboratorio sugieren que los efectos adyuvantes de la toxina de célera no son
universales, ya que varian dependiendo del antigeno coadministrado, del isotipo analizado, de la
ruta de inmunizacién y de la region mucosa donde se analice 1a respuesta inmune.

Es necesario realizar més investigacién bdsica para conocer los mecanismos de la induccién y
regulacién de la respuesta inmune intestinal; ya que la respuesta inmune mucosa en los sitios
especificos varia dependiendo del antigeno, la ruta de administracién y la especie analizada.

La inmunizacién con trofozeitos fijados con glutaraldehido medifica las proporciones de
linfocitos By células plasmdticas IgA e IgM en intestino delgado y grueso, ademas la
coadministracién de toxina de célera con trofozoitos fijados con glutaraldehido no modifica las

proporciones de IgA, IgG, e IgM en intestino delgado y grueso.
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VIL.- CONCLUSIONES

1.- La inmunizacién con trofozoitos fijados con glutaraldehido modifica a los
linfocitos B y células plasmaticas de los isotipos IgA (incrementandolos) e IgM
(decrementandolos) en intestinos delgado y grueso de ratones Balb/C

2.- La via de inmunizacién intraperitoneal con trofozoitos fijados con glutaraldehido

incrementa los linfocitos B y células plasmaiticas IgA en intestino delgado

3.-La inmunizacidn con trofozoitos fijados con glutaraldehido mas toxina de célera

no modifica a los linfocitos B y células plasmaticas de los isotipos IgA,IgG e IgM en
intestino delgado y grueso.

4.-En intestino delgado la inmunizacion con trofozoitos fijados con glutaraldehido
con o sin toxina de cdlera, en lamina propia y epitelio aumenté la intensidad de
reaccion de los anticuerpos de IgG y disminuyé la de IgM, en tanto que en
intestino grueso en lamina propia disminuyo la intensidad de reaccién de IgG e

IgM, y en epitelio disminuy6 la intensidad de reaccidn de los tres isotipos.
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1.- APENDICE 1

AMORTIGUADOR DE FORMALDEHIDO CON PICRATO.

Paraformaldehido 20g
Acido picrico (solucidn acuosa saturada,filtrada) 150 ml

Calentar a 60°C ,afladir 2-5 gotas de hidroxido de sodio.1.0 M (4%) acuoso,

necesatio para disolver el paraformaldehido. Filtrar, enfriar y llevar a 1000 ml con
el siguiente amortiguador de fosfatos.

Fosfato de sodio, monobasico (NaHpPO4. HHO) 3.31g
Fosfato de sodio dibasico (NapHPO4) 17.89¢g

Agua llevara 1000 ml.

Nota: El pH es 7.3. este fijador es estable por mis de 12 meses a temperatura
ambiente, el picrato no precipita las proteinas en solucién neutra y las razones
porque se improvisa la preservacion de la estructura y antigenicidad no se conocen.
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