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FUNDAMENTO DEL TEMA

Muchas de las enfermedades, tanto: del hombre como de los
animales, cuya etiologia se conoce;ASOn‘producidas porfagentes
bioldgicos.

La importancia que siempre se ha dado a las enfermedades
infecciosas en la medicina se debe, en gran parte, a su aenorme
frecuencia, a sus implicaciones en la salud publica y a la con
tagiosidad de muchas de 2llas. Es preciso seflalar que el pro-
greso de la ingenieria sanitaria, el control de vectores, la -
quimioterapia especifica y las técnicas de inmunizacién las -
han modificado favorablemente. Si bien hay todavia importantes
excepciones, las enfermedades infecciosas, en conjunto, se pue
den prevenir y controlar con mayor facilidad que cualquier -
otro grupc importante de padecimientos, mediante procedimien-—
tos de inmumizacidn, va que estos se encuentran entre las medi
das mas eficaces y econdmicas disponibles en la actualidad.

Los procedimientos de inmunizacidn, ya sea que utilicen -
microorganismos vivos atenuados, virulentos inactivos o produc
tos derivados, llevan como propdsito desarrollar anticuerpos y
estimular la inmunidad celwlar, que mientras persistan por -~
arriba de ciertos niveles, seran responsables de un estado de
inmunidad especifico contra los microorganismos ¢ los antige-
nos participantes en la vacunacidén. Para evitar la declinacidn
de la inmunidad, a menudo se requiere de la aplicacidén de do-
sis de refuerzo que vuelvan a estimular la memoria inmunoldgi-
ca.

Varios factores juegan un papel importante en la adquisi-
cidén de inmunidad, encontréndose entre ellos la quimioterapia,
la raza, las infecciones, la desnutricidn, el sexo v la edad.

Sa’vo condiciones particulares, los procedimientos de -—
inmunizacidén deben ser utilizados en personas sanas. Padeci-——~

mientos agudos tales como infecciones respiratorias, atagues -



cenvulsivos, _esiones cuténeas, procesos febriles, etec., re—-—-

presantan, en la mayoria de los casos, contraindicaciones a la

alteraciones dasaparezcan. Igualments, los productos a base de
gérmenzs vivos atenuadcs, no deben administrarse a individuos
con enfermedades malignas o tratamiento con inmunosupresores,
aen quienes estdn afectados los mecanismes de inmunidad celular
v/0o humoral, condicién gque conducird a resultados que no con ~

cuerden con l10s esperados.
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ENFERMEDAD DE CHAGAS. IMPORTANCIA Y DISTRIBUCION.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana estéd
limitada al Hemisferio Occidental, con amplia distribucidén en
zonas rurales de México, América Central y del Sur. El probles
ma epidemiclégice v de salud puiblica que repressnta en Améri-
ca Latina ecste padecimiento es tal, que aproximadamente 35 -
millones de personas se hallan expuestas a €l y por 1o menos
10 millones se nallan infectadas, ciendo los paises del Cono
Sur los mas afectados (1,2,3). Al parecer, la enfermedad tie-
ne menor importancia en México y Centroamérica, debido guizés

a diferencias en wvirulencias de las distintas cepas de Trypa-

nosoma cruzi (1,3), el agente causal de la enfermedad. No obs
tante, en México se ha logrado el aislamiento de cepas de al-
ta virulencia (4) para los animales de experimentacidn.

El namero de casos humanos diagnosticados, atn cuandéo no
es muy elevado, si revela que la tripanosomiasis americana no
es wna enfermedad ocasional o rara en nuestro pais.

El no haber encontrado muchos casos humanos para conside
rarlia una infeccién importante en México, puede deberse a que
los trabajcs que hasta la fecha se¢ han venido 2fectuando son
realmente pocos y no han alcanzado ni la amplitud ni la pro--
Fundidad que seria de desearses (5).

Por otro lade, la enfermedad clinicamente manifiesta, no
se diagnostica con frecuencia por faltz de experiencia, y la
falta de recursos de laboratorio, sobre tode en las areas en-—~
démicas (6,7,%2). Bstoc impide gque el médico cuente con datos -
que le ayuden a establecer un diagnostico apropiado (4). Es—-
tos problemas provocan que la informacidn que se refiere a la
distrit 1cidén, prevalencia y gravedad de la enfermedad de Cha

gas en Méxicc sea limitada.



La existencia de la enfermedad de Chagas an México se hi
20 evidente desde que en 1940 se registrd el primer caso huma
no (9). Estudios posteriores han revelado la existencia de T.
cruzi en sangre de humanos infectados o en fibras musculares
cardiacas de casos de autopsia (4,10).

El padecimiento cobra importancia paulatinamenté eh'nues,
tro medio y su distribucidn geogrifica que hasta hace escasos
afios se consideraba limitada al sur del pails, se ha ampllado
hasta abarcar gran parte de éste (4). »

Tanto el gran numero de vertebrados no humanos que alber
gan el parasito, como de insectos transmisores de T. cruzi, y
su amplia dispercidén por el territorio nacional (4), indica -
que el problema es mads grave de lo que originalmente ‘se creia.

Se han encontrado mas de diez especies de triatominos in
fFectados con T. cruzi, principalmente de los géneros Triatoma,

Rhodnius y Panstrongylus, distribuidos en aproximadamente un

70% de la Repiblica Mexicana (11,12,13).

. Una vivienda muy infectada puede contener varios cientos
de triatomincs, alrededor del 70% de 1los cuales posiblemente
estén infectados. En estas circunstancias, la prevalencia de
la enfermedad entre sus habitantes puede aproximarse al 100%
(14).

La importancia del padecimiento es apoyada por los ha--—
llazges de una basqueda no intencionada de la infeccidn agu
da por tripanosomas americanos, Efectuada por la Comisién Na-~
cional para la Brradicacidén del Paludismo (5). Pese a ser el
objetivo principal de las brigadas de la Comisidn efectuar la
pesquisa domiciliaria de febriles, se encontrardn 74 enfermos
con la distribucién geografica que se endica en la tabla 1.

%n 1a tabla 2 y figura 1 se seflalan los lugares de la Re
pliblica Mexicana donde se han encontrado casos humanos y de -

triatominos infectados con T. cruzi.



En 1z actualidad se ~onsidera como zona endémica proba
ple, por haberse encontrado o bien casos humanos o bién -
triatominos infectados, toda regidén con una altitud inferi-
or a 1os 1800 m. sobre el nivel del mar (15). Es importante
sefilalar que la gran mayoria de loc casos humanos disgnosti-~
cados se encuentran el las localidades situadas en la ver--
tiente del Pacifico, de rorte a sur, lo cual inclina a pen-
sar que en ella existe wn mayor nimero de especies de tria-
tominos con habitos altamente domésticos, capaces de trans-
mitir al pardsito. Comparativamente, los triatominos dque se
encuentran en la vertiente del Golfo son mucho menores en -
numero de sespecies y con hédbitos de domesticidad menos mar-
cados (4).

La enfermedad afecta a un considerable sector de la po
blacidén, particularmente a aquél que habita en las é&reas ru
rales en las que casi no se cuenta con servicios médicos, vy
el padecimiento pasa inadvertido y/o confundido con otros -
cuya evolucidn clinica presenta datos poco caracteristicos
(5). Al parecer, la enfermedad es mas frecuente en nifios de
1 a 4 afios de edad (4).

En conclucidén, aunque no se sabe la frecuencia con que
se presenta y por lo mismo no puede aim considerarse un pro
blema de salud publica, si se sabe que la enfermedad de Cha
gas se notifica con relativa frecuencia, y que las cepas de
T. cruzi autébctonas pueden producir en el hombre enfermedad
severa e incluso la muerte (16).

Por lo expresado, es deseable que los médicos e inves-
tigadores amplien los conocimientos sobre la enfermedad de

Chagas en México.



TABLA I

CASOS DE ENFERNEDAD DE CHAGAS REPORTADOS EN 1976
FOR LA C.N.R.F. EN UNA BUSQUIDA NO INTENSIONADA.

ENTIDAD FEDERATIVA No. DE CASOS
CHIAFAS 30
GUANAJUATO 2
GUERRTRO
HIDALGO
JALISCO 14
MICHOACAN : A
NAYARIT : _ 1
OATACA . : 1
TABASCO o : e
VERACRUZ - 3
ZACATECAS : B 2

TOTAL T4
Tomado de (5).
TABLA 2

ENFERMEDAD DE CHAGAS EN
MEXICO. DISTRIBUCION GECGRAFTICA DE CASOS FOSITIVOS
{(HASTA 1970)

ESTADO No DE CASOS %
GUERRERO 21 38.1
JALISCO 2 3.6
MEXICO 2 1.8
M ICHOACAN 16 29.0
OAXACA 5 8.0
SONORA 1 1.8
YUCATAN 2 3.6
ZACATECAS 3 5.5
NO DETERIIINADOS 4 7.6

POTAL 55 100,0

Tomado de (15)s
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FIGURA 1

Iugares de la Replblica Mexicana en que’ée

han encontrado casos de enfermedad de Chagas

¢ Localidades donde se han encontrado vertebrados

no humanos infectados por Trypanosoma cruzi,

® Locazlidades donde se han encontrado triatominos infec
tados por Trypanosomz cruzi en nidos de diversas espe
cies de Neotoma (rata de campo) o de otros animales.

CASOS HUMANOS DE ZUFERLIZDAD DE CHAGAS. No. de casos.
® Demostracidén de Tryovanosoma cruzi. 19
O Fijacidén de comnlemento. 45
® Autopsias con miocarditis
Chagdsica posible. 8



Tryoanosoma cruzi ¥ trivanosomiasis americana.

El agente causal de la enfermedad de Chagas o tripanoso-

miasis americana es el Trvpancsoma cruzi, descrito por Carlos

Chagas en el intestinc y deyecciones de ura chinche de la fa-
milia Reduvidea colectada en 3rasil =n 21 afio de 1909 (11).
El parésito s un oSrganicsmo pleomdriico. Bn sangre se le

, due posee flagelo vy

encuentra como trip ine

o)
en las células del sistema fa-

4
8
0
64
b

o

membrana ondulant

gocitico mononuclear, misculo liso, sstriado y cardiaco, se -

T

o
encuentra en forma de amastigdote. Esta forma se divide por fi

a
cel huésped, lo que conduce a la

sién binaria en las cé&lulas
formacién de seudoguistes (14).

En medios de cultivo se aprecia marcado pleomorfismo de
los tripancsomas 2 través del tiempo; sin embargeo, no  llegan
a diferenciarse en tripomastigotes metaciclicos por razones -

aun no comprandidas (72,18).

En el intestino postericr del transmisor, el parésitd se
encuentra en forma de epimastigote y como tripomastigote meta
ciclico; sd1lo el segundo tipo resulta infectante, ya gus los
epimastigotes son destr uidos por eosinéfilos y células K. No
obstante, ez posibie establecer infeccidén experimental en ani
males de laboratcrio con las formas de cuitivo, en las gue —-

predominan los epimastigotes {(11,19,20).

El cizlo bioldgice de T. cruzi comprende dos fases: una
en el hombre .o huésped mamifero (reservori ) y otra en el —-
transmisor (14).

El huésped inverzeirado ¢ vecto fecta al ingesrir -

3}
]
D

tripomastigotes sanguin=os, presentes en el auésped vertetra-
do (14).

Los transmisores s¢ ocultan en dgrietas y orificios de pa
redes y techos fabricados corn paja, palma o adobe. Salen por

la noche aalimemtarse, ingiriendo la sansre humana o de anime



125 domésticos que habitan la casa v <on frecusncia la chir
ne infectada defeca cerca de la picadura, depocsitando 1os
tripomastigotes metaciclicos (11,19,20). Como la séliva de
l1a chinche causa una reaccidn dérmica, esta zroduCe pPruritc.
&1 rascarse, el hombre o animal en cuestidén se autoinocula
con la forma infectante del pardsito en la pecuefia herida -
causada por la picadura, aungue también puede penetrar por
mucosas o0 conjuntiva al rascarse los 0305 <¢on las manos con
taminadas (14).

Existen otros mecanismos de infeccidn, como la transmg
sidn sanguinea, transplacentaria, lactancia, accidentes por
manejo vy sacrificic de animales parasitados, etc. (28).

Al parecer la mayor parte de la transmisidn de T.cruzi
de importancia epidemiolégica inmediata es de persona a pexr
soria, o de animal doméstico al hombre (14). '

Los organismos al entrar al huésped mamifero invaden -
células adiposas de tejido subcutdneo y fibras musculares,
llegan a vasos sanguineos y linféticos, y a través de ellos
llegan a diversos organos, tales como corazdn, pulmbnes, ba
20, higado, médula dsea, cerebro, ete. (11,19).

BEn los seudoguistes, principalmente de misculo cardia-
co, el pardsito se reproduce activamente como amastigote —-—
(21) . ' ' oo
Cuando las células son destruidas, los amastigotes transfor
mados en tripomastigotes sanguineos invaden nuevas células,
transitando por las corrientes sanguineas y linfatica - - -
(11,13). '

Cuando un triatoma se infecta al ingerir sangre de w
mamife;9 parasitadc, T. gcruzi se reproduce en forma de epi-
mastigote y pasados 15 a 30 dias, se encuentrz como tripo--
mastigote metaciclico en el recto del transm;sor. Estas for

mas infectantes al ser expulsadas en las heces del triatoma,

a
inician la infeccidn en un nuevo huésped, al penetrar a tra

vés de la piel o mucosas (14).

2



23z el runto 3= vista clinico, la enfermedad de Chagas
i 10s mamiferos parsce presentar cuatro etapas distintas. La
primera corresponde a2l periodo de incubaciédn, durante el cual
ocurre proliferacidén de amastigotes dentro de células histio-
citicas, la transferencia de célula a célula en forma de tri-
pomastigotes, y la introduccién precoz de éstas en el torren-
te sanguineo y vias linfiticas (11,12).

La segunda etapa de la enfermedad, llamada fase aguda, -
puede llegar a durar varios meses y se caracteriza por fiebre
hepatoestlenomegalis v ocasionalmente taquicardia. La dura-—-
cidn de esta fase sz correlaciona con la virulencia de la ce~
pa, oObservandose qus mientras mas virulenta es la cepa, menor
es 21 tiempo de duractidn tanto del periddo de incubacidn como
de la fase aguda. Durante este peridde se desarrolla una le-—
sidrr en el sitio de inoculacidn conocida como chagoma. Bl si-
tic mas comin de esta lesidn es la conjuriiva, manifestdndose
comc un edema bipalpesdral uni o bilateral, conocide come sig-~
ne <s Romafia. Como el parésito se disemina hacia los diferen-
tes Srgaros ael cusrpa, algunas veces provoca complicaciones,
a menudo mortales, como encefalitis y meningoencefalitis. A -
10 large de esta fasz, se demuestra ficilmente la presencia -
del parisito en sancrz (11,12,;19,20).

En la forma intzrmedia o latente, tercera etapa de la en

Fermedad, no se observan sintomas, aungque cursa con parasite-
miz baja, al parecer IZsbide a la constante multipiicacidn in-
tracelular de pardsi<ss en varios organos. La forma latente -
puede ser de periodc torto o prolongarse durante varios afios,
para finalments desarr>l.arce en enfermedad crémica (11).

Por 1o general, z los diez afios o més de la infeccidén --
inicial, aparece la =zapa final o crébnica de la enfermedad, -~
caracterirzada por miccarditis progresiva y dllataClén 1rrever
sible de &rgancs huecos, tales como los del tracto gastroin-—-

testinal vy corazédmn. E: dificil demostrar la presencia de pard

-1 0=



sitos daurante esta etapa (2,11,14,22%,

La desaparicidn de tripomastigotes zangulseos dwrants —-
la etapa adguda para el establecimiento de la fase crénica, -
se supone due se debe a la accidn de las IgG, las cuales des
truyen las formas sanguineas del pardsito rapidamente por fi
jacién de complemento (21).

Ciertas caracteristicas de la enfermedad de Chagaé SU——
gieren que posee un elemento inmunoldgico. Entre ellas se en
cuentran: la adquisicién de resistencia después de la infec-
cidn con cepas poco virulentas o posterior recuperacidén de -
la Ffase aguda, y la proliferacidn de organismos con lesiones
ausentes, seguida de inflamacidn repentina parecida a ia hi-
persensibilidad mediada por células, y daflo tisular progresi
vo en la fase crénica, asociado a cantidades minimas de orga
nismos (14). Por otro lado, la inmunosupresién con rayos X -
(23), ciclofosfamida, corticosteroides, la timectomia neona-
tal (24) v el tratamiento con sueroc antilinfocitico (25), -—-
producen tasas altas de parasitemia v mayor nuamerc de ni--—
dos de amastigotes en tejidos, que conducen a mayor mortali-
dad. ' ' '

Se han idéntificado anticuerpos contra el parésito me--
diante Fijacidén de complemento y técnicas directas e indirec
tas de hemaglutinacién e inmunofluorecencia. Al comienzo de
la enfermedad se detectan anticuerpos de la clase IgM y pos-

' teriormente IgG en la fase crénica (26). No se conoce con —-
certeza la funcion de dichos anticuerpos, perc se ha observa

do que el suero inmune mas complemento produce lisis de T. -

cruzi in vitro. Asi mismo, se ha descrito actividad prbfilég
tica del suero (27). .

Si bien hay pruebas gue indican la existencia’de inmuni
dad ce®ular, no se ha demostrado su intervencién en l1a pro-—--
tecciém contra la enfermedad (14). o '

- 11 -



Para diagnosticar la enfermedad de Thagas se hace uso de-
métodos pabasitolégicos y seroldgicos, asi como de la observa-
cién y deteccidén de manifestaciones clinicas, electrocardiogri
ficas y radioldgicas (28).

Mediante métodos parasitoldgicos se puede observar la pre
sencia de T, cruzi, usandc la técnicaz de frotis sanguineos, he
mocul tive, el xXenodiagnéstico, y post-mortem, 1los cortes histo
légicos (28).

Los métodos seroldégicos permiten detectar anticuerpos ca-
paces de reaccionar con el paridsito o sus componentes, usando
técnicas de fijacién de complemento, hemaglutinacién pasiva, -
inmunofluorescencia indirecta, la aglutinacidén de epimastigo--
tes, asi ¢como la precipitacién de extractos del paradsite (28).

Como se adquiere cierta proteccidn significativa en anima
les de laboratorio con cepas avirulentas y virulentas de T. --
cruzi, parece posible la viabilidad de una vacuna con fines --
profilédcticos. Las vacunas aun permanecen en estudio, ofrecien
do buenas perspectivas; pero a la fecha, ningin tipo de vacuna
confiere proteccién absoluta cuando se desafia con gran numero

de parasitos.



VACUNA D.P.T. ENFERMEDADES CONTEA
LAS QUE CONFIERE PROTECCION.

DIFTERIA. La difteria es un padecimiento toxi-infeccioso

agudo causado por Corynebacterium diphtheriae, que se caracte

riza por una lesidn local inflamatoria, generalmente en la —-
porcidn superior de las vias respiratorias, pudiendo existir

complicaciones en otras partes d=l organismo, particularmente
en el corazdn y nervios periféricos, debido a la absorcibn de
una exotoxina secretada por los microorganismos. Esta toxina

blogquea la sintesis de proteinas (29).

La difteria es una enfermedad Fhcilmente prevenible por
vacunacidn. o

TETANOS. E1 tétanos es una enfermedad bacferiana a menu-—
do fatal en la gque las manifestaciones clinicas no se origi--.
nan de uvna infeccidn invasiva sino de una potente neurotoxina,
ia tétanospasmina elaborada cuando las esporas de Clostridium
tetani germinan después de haber ganado acceso a las heridas.

La toxina llega a la médula espinal, donde bloquea la -—-
inhibicién normal postsindptica de las neuronas motoras des-
pués de impulsos aferentes, evitando la liberacibdn del trans-
misor inhibidor. La sensibilidad resultante a los impulsos ex
citadores, no controlada por mecanismos inhibidores,. produce-
Lns espasmos musculares generalizados caracteristicos del té-
tanos (29).

Las esporas de C. tetani se encuentran ampliamente Gig——
tribuidas a través de centros urbanos y &reas rurales de todo
el pais, encontrlndoseles por lo comin sobre la ropa v el pol
vo casero, constituyendo un riesgo para el individuwo no inmu-
ne, aun después de lesiones caseras relativamente sencillas.
S5e sabe de casos de tétanos después de cirugia, y de procedi-
mientos tan inocuos como una prueba cuténea o una inyecciédn

intramuscular.



1 tétanos necnatal es una cauv<a primordial de mortali--
dad infantil. Ocurre esporidicamente en todo el mundo. En la
maycria de los paises industrializados es relativamente rara.
Se presenta con mds frecuencia en las regiones agricolas y en
zonas subdesarrolladas en donde las condiciones obstétricas -
son malas, el contacto con excremanic de animales es més pro-

-bable v generalmente la inmunizacidn es inadecuada (29).

TOS FERINA. La tos ferina 23 una enférmedad aguda carac-
terizada por una reaccidn inflamzatoria que comprende la tota-
lidad de las vias respiratorias y que produce tosparoxistica.

El agente causal es Bordetella pertussis, un pequerio ba-

cilo gram negativo que produce numerosas substancias con acti
vidad biglégica. Pese a la intensidad de las investigaciones

conducentes a establecer tanto la naturaleza de dichas subs—-
tancias, como su participaciédn en la patogénesis de esta in-—-
feccidn, afin no se ha podido incriminar de manera inequivoca

a ninguna de ellas &n la produccidn de un sintoma determinado
con la consecuente ignorancia en relacidn a la identidad del
o los antigenos protectores.

Aungue la tos ferina es un padecimiento universal, que ~
no reconoce barreras de clima, raza o situacidn geogréfica, -
los individuos mé&s afectados pertenecen a la poblacién infan
til en su mayoria, y es en el ambito rural donde la enferme--
dad golpea con mayor gravedad (29).

VACUNA DPT. E1l DPT es un bioldégico de los denominados va
cunas combinadas, ya que da origen a inmunidad contra el téta
nos, la tos ferina y la difteria.

Las manifestaciones importantes de la difteria y el téta
nos se basa primordialmente en los efectos relacionados a sus
respectivas toxinas secretadas activamente. Todas las exotoxi
nas son proteinas, y por lo tanto, pueden dar origen a anti-

cuerpos que neutralizen sus efectos. No obstante, inmunizar -

- 14~



con un producto altamente téxico e iacluso mortifero es inadmisi
ble. Por fortuna, hace ya muchos afos que ze sabe que el formol
destoxifica estos productos sin alterar su inmunogenicidad, cono
ciendose los productos inmunizantes obtenidos como toxoides o -
anatoxinas (29).

La respuesta inmwie que provoca el DPT contra los toxoides,
2g meior que la que se observa al administrarlos por separado, -
debido a que las células muertas de B. pertussis que forman par-
te de la vacuna ejercan una funcidn coadyuvante. Ademds, los com
puestos solubles se adsorben sobre hidrdxido de aluminio o se --
precipitan en otras sales de aluminio o calcio (29).

Por otro lado, no se conoce, CoOmo ya se mencionaba, cudl o
cudles son los antigenos protectores, del componente pertussis.
Por tal motivo la vacuna pertussis contiene substancias no impor
tantes péra la proteccidn y alguas que incluso pueden ser res-—
ponsables de efectos indeseables (29).

Aungue no existe vm indicador absolutamente confiable de -
proteccidn contra la tos ferina, &l que mejor correlaciona con -
ella es el titulo de aglutininas. Se sabe que un titwlo alto de
estos anticuerpos (1:320 o mayor) indica proteccidn, aunque un -
titwlo bajo o la ausercia de anticuerpos no necesariamente. indis
ca susceptibilidad a 1z infeccidén (30).

En épocas pasadas, la tos ferina vy el tétanos causaban mu--
chas muertes, especialmente entre los nifios; sin embargo, en 1la
actualidad éstac han disminuido, gracias a que los servicios sa-
nitario-asistenciales del pais se han preocupado en prevenirlas
por medio de la vacuna DPT.

El DPT se aplica durante el primer afioc de vida, a partir de
los dos meses de edad, en tres dosis intramusculares de 0.5 ml.

a intervalos de un mes aproximadamente (29).



T. cruzi; Enfermedad de Chagag € Inmunosubresidm.

Se conoce la existencia de pardsitos que son capaces de
irducir inmunidad efectiva que origine la recuperacién clini-
ca del huésped enfermo, ¢ la reduccidn en el nimero de pardsi
tes.

Por el contrario, otros pardsitos han desarrollado a tra
vés de la evolucibdbn, més de un mecanismo para evadir la res—-
puesta inmune del huésped. Entre tales mecanismos pueden citar
se: a) la variacidn antigénica, en ciertas ocasiones asociada
con cambios morfolédgicos {31,32); b) la activacidén policlonal
de linfocitos; ¢) la inmunosupresidn (23); 4) la liberacién -
de substancias anticomplementarias, y e) el mimetismo molecu-
lar.

Se ha observado que durante infecciones por protozoarios
tales como 1la leismaniasis (74), la malaria (33,34), la toxo-
plasmosis (25) y las tripanosomiasis (36), se producen cam——.
bios funcionales en la respuesta inmunoiégica normal de los
huéspedes mamiferos, i

Un aspecto de la interrelacidn huésped-parésito quey ha

despertado considerable interés, es la supresidn antigenc ——-

rics como metazoarios.

Ciertas parasitosié estén asociadas con supresién de  la
rezpuesta humoral a antigeros heterdlogos, como en los casos
de las tripanosomiasis (37) y la malaria (38). También se en—

cuentra, ademds de supresidn humoral, la supresibn celular

5w

antigenos neterdlogos y la inhibicién de la activacibdn de 11
focitos por substancias mitogénicas (39,40), en enfermedades
parasitarias tales como las debidas a T. gambiense (42) y T.
brucei 43,44). Otras infecciones paracsitarias como la esquis
tesomiasic y la filariasis (45), también parecen cursar con -~

supresidn de 1a capacidad inmune de los huéspedes.



alteracibn de la respuestz imyrio

o
o

Una consecuenciz de
que se incrementa la susceptibi-

iy
n

16gica por los paridsites
lidad de los huéspedes & otros agentes biolégicos patbdgenos,
con el consecuente agravamiento del enfermo y aumento de mor
talidad en los individuos afectadc:z (46).

Entrs las investicaciones relzatvivas a este tema desta—-
can las tendientes a descubrir: a) la naturaleza de las célu
las involucradas en procesos suprescres; b) los mecanismos -
por los cuales se producen mediadores solubles gue suprimen
la actividad inmune de las células v c) los mecanismos de ag

cidn del sistema supresor sobre la célula blanco.

La respuesta inmunoldgica es regulada por diferentes ru
tas celulares, ya sea a través de la interaccién directa con
células efectoras inmunopotenciales, o indirectamente libe--
rando mediadores solubles (47,48).

Se ha demostrado gue los diferentes tipos de células re
gueridas en la respuesta inmune son capaces de funcionar, en
determinadas circunstancias, como células supresoras (49).
Las células T no requieren forzosamente de un contacto célu-
la-célula, sino que también pueden realizar funciones. supre-
soras por medio de factores solubles.

Se sabe que existen dos grupos diferentes de células 7T
reguladoras, unas programadas para las funciones de coopera-~
cién inmune, y otras para las funcicones de supresiédn.

La demostracién de ¢ie las poblaciones de célutas T su
presoras y cooperadoras son diferentes, lo constituye el sis

tema antigénico Ly en el ratén (51).



INMUNOSUPRESION DURANTE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Diversos estudios indican que los animales experimental-
mente infectados con T. cruzi muestran respuesta humoral y ce
lular suprimida tanteo a antigenos del parésito como a antige-
nos heterblogos (52-62). Ademds, se na demostrado que las cé-
lulas linfoides de ratdn parasitado por T. cruzi son incapa--
ces de responder positivamente en un cultivo mixto de linfoci
tos (€2).

Cuando Reed y col. (59) estudiaron el efecto que tiene -
la presencia de T. cruzi en ratones que posteriormente son in
munizados con adyuvante completo de Freud u cxazolona, encon-
traron depresibn de 12 hipersensibilidad tardia cuando se pro
bé con los antigends correspondientes. Igualmente Ramos et. -
al. (58) cbservaron efecto inmunosupresor producide por la in

Feccibn con T. cxwzi, 1o cual se pone de manifiesto cuando se

determinan céluvlaz formadoras de anticuerpos tanto directas -
como indirectas, en ratones inmunizados con eritrocitos de by
rro, entre el guinte v séptimo dias posteriores a la infeC—-—
cién. Asi mismo, los ratones parasitazdos presentan respuesta

disminuida de cé&lulas formadoras de anticuerpos, cuando son -
idmunizados con game globulina humana,DNP~Ficoll v LPS  (S58,63).

Por otra parte, se ha .encontrado que las células mononu
cleares periféricas (CiP) de pacientes con enfermedad de Cha-
gas, tienen capacidad reducida para responder a eritrocitos -
de carnero cuande la respuesta se compara con la de CMP de in
dividuos sanos (64).

Los pacientes con enfermedad de Chagas aguda aparente —-
presentan respuesta positiva de tipo tardfio en piel a antige-
nos de T. cruzi, ¥ sus leucocitos muestran inhibicién de la -
migracibn en presencia de estos anticenos. Por el contrario,

durante la enfermedad de Chagas aguda inaparente, . los pacien-



tar no mestraron respuesta de tipo tardfo a antigenos del

i

risito, y no se observd inhibicibn ciznificativa de la micgra-

cidén cuando suscélulas se expusiercon a dichos antigencs (65).
La surresidén de la rospuesta inmune inducida por T. cru-

puede distinguirse ficilmente de la iamunosupresidn induci

por otros tripanocsomas. T. cruzi s2 asemeja a sus congé€ne-

res africancos en que pueds encontrars

en contraszte con T. rhodesiense v T.

reproduce sdlo intracelularmente, con wna predileccidn espe-~-
cial por el nmisculo cardfaco y células fFagociticas mononucle-
ares. Se ha descrito que el grado de inmunosupresidn provoca-

do por T. cruzi, se incrementa concomitantements con el tiem—

no de infeccidn, y aparentemente es irrsversible en el ratdn-

{(56). Por el contrario, la inmunosupresidn debida a T. muscu-~

1i es transitoria, y la respuesta retorna casi a la normal --
(47).

T. brucei es capaz de ejercer dos efectos’fundamentalmeg
te diferentes en la respuesta inmune primaria. del ratén (66).
Tn la fase primaria de la infeccibn provoca una estimulacién<
de la respuesta de anticuerpos, dando lugar posterlo“mente a
marcada supresibn.

Durante las infecciornes por T. cruzi en el ratdn, se ha-
llan uprlm;d as tanto la respuesta humcral (56) como la celu-
lar (82), mientras que otras especies ée tripanosomas exhiben
=fectos variables sobre el Funcionamiento de la respuesta  in

ciense también se -

mune. Asi, durante la infeccibn por T.

encuentran altsradas ambas respuestas (48). En esta tripanoso

miasis la parasitemila es escasa. Por e} contrario, T. brucei

'()

ovoca una elevada parasitemia y ademids wna severa altera--—-—
cién de la respuesta humoral (44). Murrav et. al. (39) infor-
maron que la funcibn de las células B es normal =n la fase —-
aguda, pero que en .postericres periodos d= la infeccibdn ambas

toblaciones celulares, T y 3, son af=zctaias. Es interesante -



que T. rhedesiense, beic casi las mismas condiciones expari
mentales, cause niveles enormes de parasitemia, y sin embar
go tenga muy poco efecto sobre la respuesta de anticuerpos -
(57). EBxisten datos gue sugieren la posibilicad de que la -
induccion de inmunosupresidén mas =ficiente ocurre cuando T,

cruzi alcanza nimeros 2l tos en circulacidn (58).

1]
n

La respuesta inmune disminuida en raton experimental
mente infectados con T. cruzi tanto az antigencs relacionados
con el pardsito (61,65}, como contra antigenos no relaciona-
dos (52-61,65), puede ser originada por uno o varios de 1los
siguientes mecanismos: 2} células supresoras (53,54,67): -—
b) una substancia suprasora de alto peso molecular presente
en el suerc (54,55,%6), o bien, c) un factor supresor de ba-
Jo peso molecular, elaborado por ei pardsito.

Se ha propuesto gue durante la infeccidn ?or tripanoso-
mas africancs, 1z inhzbdilidad de los znimales huésped para
montar uwna respussta inmune normal, estd asociada con wuna al
teracidén de la funcidn de los macrdéfagos (39). Sin ‘embargo,
en ratones infectados con T. cruzi, 1la actividad de los ma-
créfagos parece ser normal, e incluso hallarse incrementada
(68).

La ehiminacidn parcial de la sangre periférica de pacien
tes Chagisicos, de células adherentes al plastico, no afecta
el estado de supresién de los linfocitos no adherentes (64).

Por otra parte (352,57), al evaluar el estado inmunold-
gico de ratones infectados por T. cruzi, se encuentra que la
respuesta suprimida a antigenos heterdlogos tanto dependien
tes como independientes de T, aparentemente no s producto -
de la alteracidn de la funcidn de losz macrdédfagos. Ademas, -
existen datos que indican que las células peritoneales tanto

de ratones normales, como de ratones infectades por T. cruezi,



=11 su capacidad para wir antfgeno (57).
Por 21 contrario, existen datos que sugieren vna participa-

rTante de los macrbdfagos en los Fendmenos de inmunosu--—

T. cruzi (69).

ado ‘por ejemplo, que durante el curso de la in

céiulas supresoras que evitan la respuesta a
1x Fitchemaglutinina (PHA) (62). Estas células no fueron T tipi-
cai, va gue se adhirieron a la lana de nylon y nd mostraron sen-
2ivilidad &l suero anti Thy 1,2 y complemento. .

.01 tipo de células obtenidas de bazo de ratbdn infectado con

T. crizi, ave son responsables en un experimento, de la actividad

‘presora gue s2 manifiesta sobre células de bazo normales en --

cultivo, parecen ser “macrofagoides’™; tal designacidn se basa en:

1 pl&stico; b) su resistencia al calor; c¢) la

| carancia de actividad supresora en fracciones ricas en células T,

ibilidad al tratamiento con suerc de conejo anti-ra-
uno

globulinas Thy 1 y suero anti-ratén polies-

Ldem&z, existen evidencias gue sugieren la existencia de -

macrdfagos supresores inducidos por células T (70).

El suero orocedente de ratdn infectado con 2.—cruzi‘provo—
: ca suprezifn de la respuesta humoral, cuando es administrado a -
ratones singénﬁcos no infectados, a un nivel parecide a la causa
da por una infeccibn activa {56). De manera semejante, el sueroc
| de ratém infectado con T. musculi inhibe marcadamente la habili-

Zad de células normales de bazo, de responder in vitro a eritro-

Se han sugerido varias funciones para la substancia supreso
»& especifica del huésped, que contiene el suero de ratbn infec-
tado con T cruzi,

Sz r=z demestrado por eJemplo, que- dicha substancia induce -~

suz los culntivos celulares de bazo y ganallos iinfiticos, se —~
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reelvan refractarics a log ~mitdgenns concavilina i {Jon A), fito

4 3

hemaglutinina (PHA) y liporelisacérido

e
=3
I
g
[
e

( .oAsi mismo, ——
tal subscancia induce supresidbn de la respuesta inmune mediada -
sor célulizs,

La

]

sferencia de su2ro proveniente de un ratdn singénico

que sufre de enfermedad de {hagas experimental, provoca un esta-—

=y
Q

de inrmunosupresidn a eritrocitos de carnero, pero no disminue—
la actividad antieritrocitica en receptores alogénicos (53, ~—

La supresidén mediada por substancia supresora sérica se ini

(@

in
Lo}

cia temprznamente, y se incrementa de manera paulatina hasta su
méximo, =zlrededor del 60 Zfa, perdiéndese después de &ste gfa——
dualmente la actividad surrssora (54) :

Al estudiar la interaccidn del suero que contiere substan—-
cia suprezora con células rinfoides normales en experimentos de
aisorcifrn y co-incubacién, s2 encuentra que tal substancia es —-
funcionairente inactivada, modi ficada o eliminada del suero, por
incubacifn con células norrales de bazo, o con preparaciones ri-
cas en linfocitos B (perc = linfocitos T o macrdfagos)(54). Sin

in
embargo, Tanto los linfocitoes T como los macrbdFagos se requieren
e

tog

ara que e manifiesten los efectos subpresores sobre la indug——-
cibén de rzspuesta de anticusrpos in vitro (54).
La zubstancia suprescra tierne un peso molecular de entre —-

000 ¥ 200 000, es estatie a 50 vy —SO”C, pero inestable a  —-

196 s
70°%C. Musstra semsibilidad 2 la tripsina, pero no es disociada -
oor el &cido vy no se wve afsctada por la adsorcibn con esplenoci-
tos alog#nicos, formas de cultive de T. cruzi, eritrocitos isblo
gos o het=rblogos, o antisusro contra cadenas pesadas o ligeras
de I9G murina (54). 7
Una »rolongada exposicidn de las células de bazo (pero no -
de ganglics linflticos) a la Ffraccién de suero con actividad su-
presora, = al suero total, provoca la activacidn de células que-
suprimen 1a actividad de células normales de bazo durante las --—

respuest2: de anticuerpos. Ademls de presentarse in vitro, la --



, ras céiuvlas

JUrsTENTIA supxe
sresifn de 1a acti
wrilazngos puedan

iz zupresidn., Es probable que una vez gue un procesc se ka ini
ciado, &1 otro proceso resulta inoperante {(£9). For otra parte
stogénica, provocada en las cg

inrfético, es mé&s intensza cuando --

e ha
s 1z enfermedad de
Lzz cé&lulas de bazo de ratdn

céinlac nor
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cibn
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Chagas ewperimental (354).
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dependientes
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ha encontrado gue se generan células supresoras duran

rmales de tazo para responder a
olisacérido (LPS) (63,58). Las
fectos pertenecen a una pobla--

Tratamiento con suvero antitimo-

Jue posi-

rada en ratdn infectado con -

(52) como T in-

parte, por la accibn

v 3 (69,70). ¥o obs

izs c€lulas de taze -
transfieren hipersensibilidad
rescuesta inmune disminuida en
poblacifn de células T su-——

¢ célulacs adnerentes. En apo-

c4£1u1as reSpoLSE—-—

La enfermadad de



Thagas, s& encuentran en poblaciones ricas en céliulas T, que se
zupone generan factores activadores de macrédfagos. Las células
& parecen no estar involucradas en la inmunosupresidn, va que —
su eliminacibn incrementa ia efectividad de la poblacidén célu——
lar para producir los efectos protectores (71). La posibilidad
de que la proteccidn conferida por transferencia in vivo, con--
sista en el paso de células T cooperadoras inﬁolucradas en la -
produccibén de anticuerpos es poca, va que no se encuentran anti
cuerpos protectores en el suero de animales infectados {27).

La presencia de células T supresoras durante la tripanoso-
miasis americana bien puede explicar no sblo la supresidn de la
respuesta de anticuerpos {(52,57), si no ademls el efecto supre-
sor de la infeccibn sobre las respuestas de naturaleza celular
(59).

Para propdsitos de comparaciébn, se puede mencionar que se
ha descrito la participacibdn de células supresoras en la inmuno
supresién observada durante la tripanosomiasis africana (72). -
No obstante, en este caso, a diferencia de la inkhibicién de ia
actividad de mitbdgenos en la infeccién por T. cruzi (57,62), -~
las células de ratbn infectado con T. brucei responsables de --
tal afecto son tanto adherentes como no adherentes, y ademls el
efecto no se ve afectado por el suvero Thy 1 y complementb (42,—‘
43,66).

Se ha planteado la hipbtesis de que algunos antigenos de-
T. cruzi, pueden estimular directamente a las células T, dando
lugar a la liberacién de Ffactores supresores que a sSu vesz inter
fieran con la respuesta de T a antigenos tales como el 2,4-dind
troclorobenceno (DNCB) (73).
A este respecto se ha aislado una fraccidn proteica llama-—
da Fad (72), a partir de epimastigotes de T. cruzi cultivados -
en medio LIT. La posibilidad de que la supresibdn <e la hipersen

sibilidad por contacto durante la infecidn aguda por T. gruzi -
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Tirija hacia el brazo eferente rfs que hacia el aferente de
ia respuest: inmune (£7), disminuye su viabilidad en base a ——
los hallazgos que indican que la Fad interfiere con la fase «-
proliferativa de la respuesta inmuane en algunas fases del ci--
clo :eiular, y que particllarmente Favorece el bloqueo de las
células T, resultando en una incapscidad de que cooperen tanto
con las B para la sintesis de anticuerpos, como con las T para
st activacibdn. No obstante, no se sabe si la fraccidn Fad exis
te en tripomastigotes sanguineos (73).

Las caracteristicas anteriores de la inmunosupresiédn indu
cida por tripancsomas, indican gque se requiere una comprensién
minuciosa de cada tipo de immuwnosupresidn, antes de manifestar
alguna conclusidn confiable y significativa concerniente al pa
pel de un fenbmeno de supresidédn dado en las manifestaciones --—
clinicas de la enfermedad. No obstante, conociendo que la inmu
nosupresidn existes, inguiera pensar en el efecto que asta pue-
da tener sobre la adquisicidn de inmnidad a antigenos premedi
tadamente aplicados, como pueden ser las vacunas, y ellc inde-
pendientemente del mecanisno intimo que explique tal inmunosu-
presién. A »

Se ha encontrado en personas que sufren de tripanosomia--
sis o malaria, respuesta disminuida de anticuerpos contra el -
toxoide teténico (¢7). Ademds, se sabe que las personas que pa
decen una infeccién por T. gambiense presentan inmunosupresioén
al antfigeno H de Salmonella typhi y al derivado proteinico pu-

"yificado (PPD) (37).

¢ Existe inmunosupre:;ién a los antigenos de la vacuna DPT,
durante la infeccibén experimental por T. cruzi ?. El presente-

trabajo tiene la intencién de averiguarlo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los procedimientos de inmunizaciédn se encuentran entre las
medidas mds econémicas y eficaces disponibles para la preven---
cidén de algunas enfermedades infecciosas, motivo por el culdl --
nan cobrado gran importancia los programas de immunizacién, so~-
bre todo para la poblacién infantil, en la cual muchas de tales
enfermedades se encuentran con mayor frecuencia y gravedad.

A veces se intenta el‘tratamiento con vacunas contra dis-—--
tintas enfermedades infecciosas, pero su valor terapeGtico es -
impreciso. Las vacunas tienen su mayor utilidad como agentes --—
profilacticos para la inmunizacibn activa de personas ( o anima
les) sanos, antes de que gueden expuestos a. determinadas enfer-
medades infecciosas o antes de gque aparezcan los sintomas. Se -
recalca, entonces, la necesidad de realizar previo diagnéstico
respecto al estade de salud del individuo que se pretende vacu-
nar. Varias enfermedades no resultan Flcilmente diagnosticables,
va sea por.las dificultades que el médico tiene, principalmente
en &reas rurales, para el establecimiento del diagnbstico ade——
cuado o bien, por falta de personal disponible en 4reas donde -
pueden ser encontrados pacientes con determinada enfermedad. --
Este es el caso de la enfermedad de Chagas o tripancsomiasis a-

mericana causada por Trypanosoma cruzi, enfermedad que existe -

desde los EE.UU., hasta Argenrntina, incluyvendo a Mé&xico.

Lo antes expuesto plantea la necesidad de determinar si la
infeccién parasitaria causada por T. cruzi produce una respues-—
ta inmunoldgica disminuida (immunosupresibén) en la adquisicibén
de inmunidad contra los antfigenos que forman la vacuna DPT (Dif
teria-pertussis— tétanos) en el ratbdn, considerando a este Glti

mo comc v modelo experimental.
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DETERMINAR QUE EFECTO TIENE LA PARASITOSIS Dg

BIDA A Trypanosoma cruzi SOBRE 1A ADQUISICION D

MUNIDAD CONTRA LOS COMPONENTES ANTIGENICOS DE

CUNA D.P.T. EN EL RATON.
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LA PARASITOSIS DEBIDA A Trypanosoma cruzi CAU

SARA UN EFECTO INMUNOSUPRESOR HUMORAL SOBRE LA ~AD
QUISICION DE INMUNIDAD JONTRA LOS COMPONENTES DE LA

VACUNA D.P.T., EN EL RATON.
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MATERIAL

Agujas 25 X 30 mm.

Agujas 25 X 16 mm.

Agujas 26 X 16 ﬁm.

Agujas 10 X 32 mm.

Aplicadores de maderavestériles; L
Algodén. ’ B

Cémara de Neubauer. :

Portafiltros “Sartoriust ..

Estuche de diseccién. -

Frascos &mpula de 10 ml,

Gradilla. o

Guantes de hule.

jefingas desechables de 20 ml.

Jeringas desechables de 710 ml.

Jeringas desechables de 3 ml,

Jeringas desechables de 1 mi." :
Matraces aforados de 100 ml. y de 1 litro.
Matraz kitasato de 5 litros. . .o .. s
“Masking tape’. k -
Mechero. L
Papel filtro “Whatman ‘# 4

Papel “parafilm’.

Pipetas de 10 ml. graduadas en 0.1 ml.
Pipetas de % ml. graduadas en 0.1 ml.
Pipetas de 2 ml, graduadas en 0.1 ml.
Pipetas de 0.2 ml. graduadas en 0.007 ml.
Pipetas de 0.7 ml. graduadas en 0.007 ml.

Pipeta de Thoma para cuenta de glbbulos blancos.

Pipetas Pasteur.



Piceta.

‘ Probeta de 100 ml. graduada.
Regla.

Trampa de ratén.

Tubos de ensayo de 10 X 75 mm.
tubos de ensayo de 15 X 100 mnm.
Tubos de ensayo de 15 X 150 mm.
Tubos de ensayo de 18 X 150 mm. -
Vaso de precipitados de 1 litro.. -

Vasos de precipitados de 80, 100 y 150 ml.
EQU I PO

Agitador (Vortex Genie).

Autoclave (Amsco).

Balanza analitica (Sartouriusj.

Balanza granataria (Chaus).

Centrifuga (Clinica Universal),r» o
Estufa (Caisa-Alley)., c
Fatocolorimetro (Klett,Su@me;§§§);;;,;_ﬁ,

Horno (Thelco).

Lampara.
Potencidmetro (Cornihéj
Propitetas ‘

Rasuradora elécffic ”(Sgnﬁeah).

 REACTIVOS

" Acido bérico’(Baker),
Alcohiol etilico (Baker).
Almidén (comersial).

Estindar de antitoxina difterica (6 U.A/ml.).



Esténdar Nacional de antitoxina teéténica
(5 U.A./m1.).

Borato de sodio (Baker).

Cloruro de amonio (Merck).

Cloruro de sodio (Baker).

Cloroformo (Baker).

Tiomersal (comercial).

Medio de Bordet-Gengou (Polvo deshidratado
comercial Bioxon ).

Oxido de zinc (comercial).

Proteosa-peptona (Merck).

sulfato de bario (Baker). o

Toxina diftérica valorada (2500 Lr/ﬂqﬁ/hl).

Toxina teténica valorada (65 Lf/fo/sﬁyﬁl.)p

Citrato de sodio (Baker). ' :

Patrén de opacidad (10 U.0.P) (Bureau of Big
logics F.D.A. Bethesda, Marland).
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MATERIAL BIOLOGTI®O

Los animales que s€ emplearon nos fuercn proporcionados
por el bioterio del LHR de la SSA, con las siguientes carac-

teristicas:
RATONES: Hembras de la cepa HIH (SW), de 17.5 a 19.0 g. Fue-
ron albergados en cajaskde‘aluminio; mantenidos. a 2590.y;a1i

mentados con alimento comercial para ratbn y agua ad libitum

COY0S: Hembras. de la cepa Hartley, de mls de 500 g. de peso.

-

. 0 . . .
Fueron mantenidos a 25 C en cajas de pléstico, alimentados -
con alimento comercial para conejo, zanahorias, paja de ave-

na y agua ad libitum complementada con vitamina C.

CONEJOS: Hembras de la cepa Nueva Zelanda Blanco, de 1.5 Xg.
. o . . .

a 2.7 Kg. de peso, mantenidos a .25 C en jaulas para conejo y

alimentados con alimento comercial para conejo y agua ad 1i-

bitun.

Borietella'pertussisf:”Se'empled*la‘tepéfﬁSSQSvdetg.;pertu-

§5is proporcionada por el'LER, SSA. “Fue conservada a 4OC.

Prvoanosoma cruzi: Se utilizéd la cepa‘"Miguz" de T. cruzi,
oricinaria de México, aislada por xencdiagnbéstico de un caso
humzano procedente del estado de Qaxaca. La cepa nos fue pro-
porcionada por 21 Maestro en Salud PGblica, Maximo Cortes Ji
mener del Dpto. de Parasitologia de la Escuela Nacional de -
Ciencias Biolbgicas del I.P.N.

VACUNA: Se usd vacuna D.P.T., del lote 25-312, proporcionada
por el Instituto MNacional de Higiene de la SSA. La eficacia
de esta vacuna fue evaluada y reportada como adecuada para -
nuso humanc.
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M E T O b O &

PROCELIMIENTO PARA LA CUENTA DE T. cruzi.

Se coloca el ratén en una trampa. Se le limpia la cola con
alcohol al 70% y se deja que seque. Con tijeras desinfectadas --—
con alcohol al 70%, se corta la punta de la cola del ratbébn y se
obtiene sangre, que se deja que por capilaridad penetre en una -
pipeta de Thoma, para cuenta de glébulos blancos hasta la marca
0.1. Posteriormente, se diluye la sangre con cloruro de amonio -
al 0.87%, succionando hasta que la mezcla alcanze la marca 11. -
Se agita y se descartan algunas gotas de la dilucidn.

’ Se carga una camara de Neubauer con la dilucién, y se -
cuentan los tripanosomas a un aumento de 480X. El nVmero de tri-
panosomas obtenidos se multiplican por el Ffactor de dilucién ade
cuado para obtener el ntmero de tripancsomas por ml. de sangre.

Los dedos se protejen con guantes durante el manejo de la

pipeta.

PROCEDIMIENTO PARA EL SANGRADO DEL RATON.

Se coloca en el fondo de un vaso de precipitados un pedazo
de algodén con cloroformo o &ter. Posteriormente se introduce un
ratén, se tapa el vaso de precipitados y se espera de 3 a 4 minu
tos a que el animal muera. Una vez muerto, £l ratdn se fija con
el abdomen hacia arriba sobre una base de poliuretano con agujas
en las cuatro extremidades. Se le desinfecta el tbrax al animal
con alcohol al 70%, y con tijeras y pinzas de diseccibn previa—-—
mente desinfectadas, se corta la piel que cubre la regibén cardia
ca.

Con jeringa de 3 ml. y aguja de 22 X 25mm., se extrae la —-
sangre una vez localizado el corazbn. Antes de puncionar, el ém-
bolo debe dejar un volumen de aire en la jeringa de aproximada—-—
mente 0.5 ml. La sangre se succiona lentamente para evitar hemo
lisis.
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INCCULACION D& T. cruzi,
Para la inoculacidn de T. cruzi, se cbtiene sangre de un

[aad
ratén parasitado usando el método gue se describe anteriormen

{

te. Se diluyve la sangre con solucidn salina isotdnica estéril,
hasta obterner la concentracidn deseada de tripanosomas.

Se limpia el abdomen del aniﬁal con alcohol al 70% y se
inoculan los tripanosomas deseados por via intraperitoneal, -
en un voluman de 0.5 ml. La suspensidn de. tripanosomas se ho
mogeniza por agitacidén antes de tomarla cada vez con la jerig
ga. ‘ . :

Después de usado, todo el material deberd ser dééébﬁtémi'

nado con alcohol al 70%. . Ry

PREPARACION DB SUERQ HIPERINMUNE CONTRA B. pertussis.

Se cultiva B. pertussis en agar B-G (Bordet—Gengou)m por
un periodo de 48 a 72 horas = 3500 en un tubO»inclinado. Al -
final del periodo de incubacidn se adicionan al tubo 3 ml. de
solucibn salina isotdnica estéril en condiciones asépticas, vy
el crecimiento se remueve cuidadosamente con la aywda de una
asa bacteriolégica y un peguefio trozo de algoddn estéril. La
suspensibén de células se filtra a través del mismo algoddn, -
succionands con la punta de una pipeta estéril apoyada sobre
el 2lgodbn. Esto se hace con 21 objeto de evitar grumos de ——
bacterias o restos de agar. La suSpensién se ajusta a una con
centracidér final de 1:1000 con tiomersal, y se guarda a 400.
Después de 48 hrs., se siembran placas de B-G para verificar
si aln existen bacterias viables; si se presenta crecimiento,
se continua manteniendo la suspensibdn a 4OC practicando re--
siembras periddicas. Cuando ya no se presente crecimiento, 1la
suspens’Sn se centrifuga a 2500 rpm. durante 15 minutos. EL -
sotrenadante se descarta y =l precipitado se resuspende en --

tiomersal 1:10,000, La suspenzibn se estandariza a 10 Unida--
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den de Opacidad (U.0.¥.), ¢ 1z ayuda de un fotocolorimetro,
empleando como diluyente solucidén de tiomersal 1:10,000.

Antes de inocular la suspensién de B. pertussis, se rea-
liza sangria preliminar del conejo que se pretende inmunizar
con el fin de determinar si su suero no contiene aglutininas
contra B. pertussis, empleando una prueba de aglutinacién en
placa. 51 no existen aglutininzs, se inocula al conejo por -~
via intravenosa con cuatro dosis de la suspencidn, a interva-.
los de 4 a 5 dfas. Las dosis son: 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 ml./ig.
de peso. Una semana después de la ultima inyeccidn, se efec—-
tha wna titulacidn de prueba de aglutininas en el suero del
conejo. Si el titulo es mayor de 4,000 se sangran los conejos
en blanco, se obtiene el svero y se mantiene en refrigeracidn.

Si el suero no satisface el titulo, un estimulo posterior con

0.8 ml,/Kg. de peso, lo incrementaré.

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE B. pertussis.

La suspensidu de B. pertussis se ajustd a 10 Unidades de
Opacidad (U.0.P.), empleando la lectura en Unidades Xlett -—-
(U.X.) equivalente a lo que dié el estandar de opacidad de —
ios Estados Unidos leido con filtyro verde, en un fotocolorime
tro de Xlett Summerson. Tal lectura es, en las condiciones de

nuestro laboratorio, equivalente a 245-255 U.K.

PREPARACICON DE MATERIAL Y SOLUCTIONES.

Las pipetas, tubos, frascos impula y aplicadores de made

ra, se esterilizaron en horno a 180°C durante 30 minutos.

a) Peptona al 1%.
Proteosa~peptona . 10 g. -
Agua destilada c.b.p. 1000 -ml.”



b} Solucidén salina isotdnica (0.85% p/v).

Clorurd de sodio 8.5

g.
Agua destilada c.b.p. 100G mil.
¢) Regulador de Glenny.
Borato de sodio 1.58 g
Acido bbrico 2.33
Cloruro de sodio 2.75 ¢
Agua destilada ¢.b.p. 1000 ml.

Estas soluciones se filtran, se envasan y se esterilizan

an autoclave a 121°C durante 20 minutos.

d) Solucidn de cloruro de amonio (0.85% p/v).

Cloruro de amonio 8.5

g.

Agua destilada c.b.p. 1000 ml.

TECNICA DE DEPILACION DEL COBAYO.

Se rasura el pelo del lomo del cobayo en

humedece con agua tibia. Se prepara una pasta

contiene:
Almidén 3.00
Oxido de zinc. IO 1.75
Sulfuro de bario 3.50

Estos ingredientes se humedecen con.-agua
una mezcla cremosa homogénea, suficiente para

yo de 250 a 300 g. de peso.

‘rectandgulo y se

depiladora gue

g-
g.
g.
haéta FOrmar —-

“depilar un . coba

Se cubre la regidn rasurada con la pasta y se deja actuar

de 3 a 4 minutos. Se talla muy suavemente para eliminar el pe

lo, v se lava con adua tibia hasta que no quede ningin resto

de la pasta. Se deja secar al animal.

Toda la operacidén se realiza con guantes, ya que la mez-

~cla depilatoria irrita la piel.



TITULACTION DE ANTICUERPOS CONTRA LA TOXINA DIFTERICA.

Para la valoracién de anticuerpos contra la toxina difté
rica se sigue el procedimiento de trabajor1, que se detalla -
adjunto. P '

El método consiste eﬁ efectuar una serie de diluciones -
tanto de un suero problema como de un suero estindar, mismos
que se mezclan con 10 Lr/100 de toxina diftérica, y se agrega
regulador de Glenny para ajustar a un volumen determinado.

Una vez efectuadas las mezclas, estas se incuban a 37°C
durante 3 a 4 horas.lTranscurrido este tiempo, se inoculan =-
0.1 ml. de las respectivas mezclas por via intradérmica en un
cuyc previamente depilado. A las 48 horas se lee el didmetro
de reaccién en mm. El suero problema y la antitoxina estandar
se diluyen con solucidn salina isotdnica estéril; por otra —-

parte la toxina diftérica se diluye con regulador de Glenny.

Inoculando 0.1 ml. de la mezcla del twbo numero 3 de 1la
serie estindar, obtenemos una reaccidn eritematosa de 10 mm.
Esto indica que el sistema toxina-antitoxina esta funcionando
bien, ya que por definicidén el Lr/100 es la minima cantidad -
de toxina diftérica, que al combinarse con 0.01 U.I. de anti-
toxina, produce en la piel del cuyo, una reaccidn eritematosa
caracteristica, de aproximadamente 10 mm. de disdmetro.

Por otro lado tenemos que, 0.1 ml. de la mezcla del tubo
15 nos dié una lectura de aproximadamente 10 mm. de reaccidn
eritematosa en la piel del cuyo. De acuerdo con la definicidn
de Lr/100, en esta mezcla debe haber G.01 U.I.A. Esta canti-—-
dad esta contenida en los 0.2 ml., de su=ro diluido que se
mezclaron con 1 Lr/100 de toxina. En consecuencia hay 0.05 =-—
U.I.A./ml. de dilucidn de suero. Como la dilucidén del suero
fue de 1;1500, el contenido de U.I.A., del suero sin diluir -~

es de 75 U.I.A./ml.



PROTOCOLO DE TRABAJO 1

DETERIZINACION DE ANTITOXINA DIFTERICA

Toxina usada: 2500 Ir/100/ml. Antitoxina estdndar: 6 UIA/ml.
SERIE PROBLEILLA

Tubo Toxina (ml.)  Suero de  Regulador U.1.4.%  Iectura
101r/100/ml. prueba (ml) Glenny (ml) esperadas de 1la
reaccidn
(fom. )
1 Q.1 0.1 (1:5) 0.1 0.5
2 0.1 0.1 (1:10 0.1 1.0
3 0.1 0.1 (1:15 0.1 1.5
4 0.1 0.2 {1:50 —— 2.5
5 Ot 0.2 (1:100g — 5.0
6 0.1 0.2 (1:150 — Te5
7 O.1 0.1 (1:50) 0.1 540
8 0.1 0.1 1:100; 0.1 10.0
9 0.1 0«1 (1:150 Oe1 15.0
10 Qe 0.1 (1:100 0.1 10.0
11 0.1 C.1 (1:200 0.1 20.0
12 Qe 001 1 :300 001 30.0
13 0.1 0.2 (1;500) —— 25.0
14 (] 0.2 (1:1000g ——r 50.0
15 0.1 0.2 é1:1500 S T5.0 12
16 0.1 0.1 (1:500) 0.1 50.0
17 O 0.1 (1:1000; 0.1 100.0 13
18 0.1 0.1 (1:1500 0.1 150.0 16
SERIE ESTANDAR
. .
Tubo Toxina {ml.) titoxrina esténdar Regulador Lectura
10Ir/100/m1. 0.1 UIA/m1l. (ml.) Glenny (ml) (mm.)
1 0.4 Q.56 0.24
2 0.4 0.48 0.32
3 0.4 0. 40 0.40 11
4 Oe4 0.32 0.48
5 0.4 Q.24 ) 0.56

* Unidades Internacionales de Antitoxina.
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TITULACION DE ANTICUERPOS CONTRA LA TCXTNA TETANICA.

Para la cuantificacidn de aanticuerpos contra la toxina te
tdnica se sigue el protocolo de trabajo 2 qﬁ; se anexa.

El método de valoracidén de anticuerpos contra toxina teti
nica consiste sn afiadir a cada tubo la cantidad de antitoxina
estdndar o de suero problema. gus se indica en el protocolo 2,
agregar la toxina tetdnica en la dilucidn gque se indica, y 1lle
var todas las diluciones -a un volumen igual agregando regula-—-—
dor de peptona.

La dilucidén del suero problema gque es necesario efectuar
para obtener aproximadamente 1 U.I.A./ml. se establece median~
te una prueba preliminar siguiendo 21 protocolo 3. Las mezclas
se dejan reposar en la obscuridad durante 1 ar., y se inoculan
por via subcutinea a 3 & $ ratonss, por dilucidén para las prue
bas preliminares y definitiva respectivamente. E1 suero pPro——
blema y 1a antitoxina tetdnica se diluyven en solucidn salina ~
isoténica y 1z toxina tetdnica sz diluve con regulador de pep~

tona.

Un L+/10/30 es la minima cantidaé de toxina teténica que
mezclada con 0.1 U.I. de antitoxina tetinica mata al 50% de =-
los animales inoculados entre el 4o. v So. dia después de la -
inoculacidén, Aplicando esta definicidén a los datos del protoco
lo, se observa gue la mezcla correspondiente al tubo 3 mata --
exactamente el 50% de los animzles inoculados con ella. Esto
indica que la dosis efectivz al £0¥% de la preparacidén estéandar
es de 0.8 ml. Un volumen Ze 0.5 ml. de esta mezcla contiene -
0.1 U.I. de antitoxina tetdnica, combinados con 1 L+/10,/50.

Por otra parte en la serie de prueba, podemos observar --
que la dosis efectiva al 50% del suerc problema debe ser una -
cantidad intermedia entre las dos diluciones adyacentes ante—

riores.
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PROTOCOLO DE TRABAJO 2.

DETERMINACION DE ANTITOXINA TETANICA.

Letandar Wacional de antitoxina teténica: 5 U.I./ml.

Toxina: TT-166 350 L+/10/ml. Método: L+/10/50.
Animales usados: 30 Ntm, por diiucién: 6

Pesoc: 15-17 g. Dosis por animal: 0.5 ml.
via de administracidn: subcuténea. :

S ERIE ESTANDAR.

Toxina (ml.) Estandar de  Regulador de Dias dejbbservacién.

4L+/10/ml. .  antitoxina. -peptona 1%. = - ke En
1 U.I./ml. (m1.)" S1.203 4 05
2.0 T0.96 el S e i ——
2.0 0.88 ,,1~12‘,,'“‘_-- s
2.0 "~ 0.80 S1205 T S W T
2.0 0.72 1. og . ITZ DRIt
2.0 prinunl 1154

0.64 r-11¢36f PRSI 15 1

SERIE DE PRUESBA.

Toxina (ml.) Suero proble Regulador de - Dias de observaciénm.

4L+/10/ml. ma. (ml.) - peptona 1% ~
1 U.L. 1 mi. (ml.) 1 2°3 4 5
2.0 0.96 M0 0 ZID I Iz Iz o=
5.0 0.88 1.2 it
2.0 0.80 1.20 IS TS ST o.san
2.0 0.72  1.28 sl pmirans
2.0 0.64 1.36 il 5 S

Mota: El signo (~) indica que el ratdn sobrevive.
El signo (+) indica que el ratén ha muerto.
Dilucidén efectuada del suero 1:280

Resultado: 0.8/0.841 = 0,9523
(0. 9523)(280)— 266.644 U. I A. /ml
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PROTOCOLO DE TRABAJO 3.

Prueva preliminar para establecer la dilucidn a-la cual
es necesario llevar el suero para obtener aproximadamente : ——
1 U.I.A./ml. '

Toxina: TT-166. 350L+/10/ml. Método: L+/10/50.
Animales usados: 20 - Nim. por dilucidn: 6
Peso: 15~=17.g. CSeriaiia L. Dosis por animal: 0.5 ml.

via de administracién:_sﬁbcutanea.

Toxina. "~ pilucién  Volumen de la Regulador

4L+/10/ml. .~ del suero. dilucién de suero ‘de peptona
(mi.) S o (m1.) L (mys)
2.0 11240 0.8 1in
2.0 1:260 0.8 ; 1.2
2.0 1:280 0.8 . 1.2
2.0 1:300 0.8 S
2.0 1:320 0.8 7 -

RESULTADOS DE LA PRUEBA PRELIMINAR:

1 4 5
Dilucidn o
RBEES : — == —_— —_— ===
©1:260 ‘ — — — e
e ——m — ——
1:280 —_— — — 1
R e — 4t
1 :300 ——— — 4+
— et .
1:320 _—— et Aproximada-

mente 1:280
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Suponisndo que en la serie de prueba hubi&sen muerto 4 ra

tones entrz 21 40. y 5c0. dia después de naberseles inoculado
la mezcla del tubo 3, se aplica el siguiente método empirico -
para calcular la dosis efectiva al 50%. Cuatro ratones muertos
son o més que el 50% del total inoculado. Entre cada dilu———
cibén de antitoxina existen 0.88-0.30= 0.08 ml. Consideramos —-
que cada ratén contribuye a esta cantidad con 0.08/6=0.0133 ml
Asi pues, por ejemplo en el caso que nos ocupa, deberiamos —-
agregar 0.0133 ml. mds a la mezcla para evitar la muerte de un
ratdn, obteniendo asi exactamente el 50% de mortalidad de los
ratones inoculados. En consecuehcia, la dosis efectiva al 50%
para este ejemplo hipotéticovseria 0.8 + 0.0133 = 0.8133.

El Gltimo pasoc para calcular el contenido de antitoxina
tetdnica del suero problema, es avaluar la potencia relativa
gque representa cuantas veces mds o menos potente es el suero
problema, en relacidn con el estindar. Dividiendo en nuestro
ejemplo 0.8/0.84 obtenemos una potencia relativa de 0.95. Al
multiplicar este valor por la dilucidn que se hizo del suero
problema para obtener aproximadamente 1 U.I.A./ml, obtenemos

que el suero problema contiene 266.66 U.I.a./ml.

ENSAYQ DE AGLUTINACION PARA B. pertussis.

Para la determinacién del titulo de aglutininas contra -
B. pertussis se sigus el protocolo de trabajo 4 que se indi-
ca a continuacidn.

‘Como se observa, se realiza una serie de diluciones do-—--
bleg del suero por analizar en una placa de aglutinacidn de -
vidrio. En los pozos del 2 ai 17 se depositaron 0.03 ml. d# —
solucidn salinz fisicldgica. Posteriormente se agregaron 0.03
ml. del suero probiame previamente diluvido 1:5, wunicamente a
los pozos 1 y 2. E1l suero se mezcla perfectamente con la solu
cién salina, v se toman 0.03 ml. del pozo dos que se tranfie-
ren al pozo 3 donde se realiza la misma operacidén, y asi suce
sivamente hasta el pczo 17.
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PROTOCOLO DE ‘TRABAJO 4.

ENSAYO DE AGLUTINACION PARA B. pertussis.

Solucion fisiolo . 0.03 0.03 0.03 0.03 ... 0.03
gica (ml.).

Suerc a ser ensa ... ..

. — 0. 0.
yvado (1:5). 93,7
mtigeno B. ' e
pertussis. 0.03 0.03 0.03 0.03 .03 o Q.OS
Dilucidén final

del suero. 1?19'_ 1}20 ’1:§0>:‘1:89‘ 1:160“ s

.~ POZOS CONTROL. .~

e a9 L 20

Solucién fisiold . . Lo
Suero a ser 7
ensayaso. ‘ 0.03

Antigeno B.
pertussis. 0.03 - 0,03

Suero hiperinmu : .
ne de conejo. 0.03
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A todos los pozos, exepto el 12, se le agregan 0.03 ml, de ~
la suspensién de B. pertussis ajustada a 10 Unidades de Opacidad
(U.0.P). Las mezclas se agitan manualmente durante 4 a 5 minutos
y se observa la reaccidn con la ayuda de una lémpara.

Tres pozos se destinan a controles, el pozo 18 contiene sola
mente suspensidén de B. pertussis mAs solucidn salina. El pozo 19
contiene suero problema mAs solucidn salina. Bstos controles no -
deben dar reaccié: de aglutinacidn; en cambio en el pozo 20 que -
contiene suero hiperinmune de conejo mas suspensién de B. Eer%u——
ssis, la reaccidn de aglutinacidén debera ser positiva.

Bl titulo de aglutininas contra B. pertussis de un suero pro
blema, se tomo como la maxima dilucidn en que se observéd aglutina

cién a simple vista.

@
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DESARROLLO EXPERIMENTA L.

CONSIDERACIONES PREVIAS.

Para el desarrollo del trabajc experimental definitivo,
fue necesario definir ciertas condiciones que fueran apropia
das para nuestros propbsitos:

Esquema de inmunizacidén. Se debid establecer un esque

ma adecuado de inmunizacidén por medio del cual se pudieran -
obtener titulos de aglutininas contra B. pertussis detecta—
bles por el método descrito, ya que los aglutindgenos de es-—
ta bacteria son los antigenos mas pcbres de los tres proba-——
dos,

Para ensayar los esquemas de inmunizacidn, se utilizaron
0.5 ml. de la vacuna D.P.T.; entre cada dosis se fijé un -~
tiempo de 15 dias. Los esquemas ensayados se resumen en el -

siguiente cuadro.

DOSIS (0.5 ml.)

PRIMERA SEGUNDA
£ 1 S.C. 1.P v
'S

Q|2 I.P. 5.C.

U ; T
B3 s.c. s.¢C

M.

Ala I.P. I.P A

S.C.= Via subcuténea.

I.P.= Via intraperitoneal

Los resultados nos condujeron za seleccionar el esquema
de immunizacidén en que la primera dosis se aplicd por via —
subcutdnea y la segunda por via intraperitoneal; utilizando
este esgquema, los ratones no mueren ni muestran anormalida——
des, tales como el erizamiento del pelo o el abultamiento -——

del abdomen, obteniéndose ademds, un titulo adecuado de aglu
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tininas en sk suero.

Log esquemas - -de inmunizacidén fueron ensayados tanto en -
ratones parasitados con T. cruzi, como en ratones no parasita
dos.

b) Inoculo de T. cruzi.

Se buscd un inoculo adecuado de tripomastigotes de T. ~-
cruci. tal que se pudiera demostrar la parasitemia alrededor
de 15 dias después de la inoculacidén y la vez no causara la -
muerte de los ratones durante el periodo de la inmunizacién -
que requiridé de 30 dias posteriores a la parasitacidn de los
animales. E1 inoculo elegido fue de 5000 tripomastigotes san—
guineos.

c) Titulacidn de anticuerpos contra toxina tetdnica.

Originalmente se habia pensado emplear el método descri-
to por J. Ipsen en 1942, que permite determinar la cantidad -
de antitoxina tetdnica en suero con menos de 50 U.I.A./ml, ~-
Sin embargo, durante las pruebas prelimirares se encontrd que
el suero de los ratones, contenia mis de 50 U.I.A./ml., poT: =

lo gue se optd por el método del L+/10/50.

d) Volumen de suero.

Durante los ensayos se determind que 5 ratones de 18 a -
20 g. proporcionaron una cantidad suficiente de suero para ——
efectuar las determinaciones necesarias. Basandonos en esta -
observacitn, decidimos emplear 10 ratones; de esta manera ase
guramos que aunque alguno de los ratones muriera ¢ no se pa-—
rasitara, obtuvieramos suficiente suerc para nuestros propdsi

tos.



DIESENDO EXPEZIMENTAL.

En la figura 2, se representa la secuencia de trabajo
gue se empled en el presente proyecto para lograr el obje—
tivo propuesto.

A cada uno de 100 ratones se le inocularon aproximada
mente 5000 tripomastigotes de T. cruzi por via intraperitg
neal, '

Después de 5 dias se vacunaron con D.P.T. por via sub
cutdnea, tanto los 100 ratones supuestamente parasitados,—
como 100 ratones control. Transcwrridos 15 dias de la ino—
culacidn con tripomastigotes, se =fectud un examen micros—
cdpico de la sangre de los ratones inoculados. Se aceptd -
gue un ratdn se hallaba parasitado., cuando en una prepa—-—
racidn en fresco se .encontraba cuwando menos un tripomasti-
gote sanguineo en 10 campos. La preparacidn en fresco con-
sistid en una gota de sangre y cuatro gotas de cloruro de
amonio al 0.85%. A los 15 dias de ia primera inmunizacidn,
se procedid a aplicar wa dosis Zs refuerzo con la misma -
dosis de vacuna D.P.T., por via intraperitoneal, tanto a -
los ratones parasitadeos como a 1lcs ratones control. Quince
dias después se sangraron todos los ratones, utilizando 1la
técnica descrita, la sangre se deio coagular, y el coidgulo
se desprendid de las paredes del tubo con aplicadores de -
madera. Se efectuaron mezclas a partes iquales de la san-
gre de nueve ratones, en tubos de 2nsayo estériles. Los -
tubos se taparon con Tparafilm” - s centrifugaron a 2500
rpi., durante 15 minutos. El1 suerc se separd con pipetas—
Pasteuwr estériles y se conservo en refrigeracidn a 4°C en
frascos admpula estériles.

Se obtuvo un valor de U.I.A./ml de antitoxina teténi
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ca, un intervalo de U.I.A./ml de antitowina diftérica, y

un titelo de aglutininas contra B. pertussis por cada gru
po de nueve ratones tanto parasitados come control, cobte-—
niéndose asi 10 valores para cada determinacién tanto pa-

ra los ratones parasitados como los ratones control.

RESULTADOS, =

Los resultados obtenidos se resumen en el siguiente
cuadro. Se aplicé a estos datcs wn analisis descriminante.

Los valores sugieren que los ratones parasitados con T. -
cruzi presentan en su suerc concentracicnes altas de 1la

antitoxina  tétanica y concentraciones bajas de antitoxina

diftérica, asi como titulos bajos de aglutininas contra -

B. pertussis, cuando se comparan con 1os obtenidos en los

ratones control.



FIGURA 2

Influencia de 1 parasitosis cousoda por Tryponosome cruzi sobre
o ta vacuno D.P.T,

Desarrollo experimental

lo resp

dé\’f - B 97
Ratones hembra de peso com- Ext
prendido entre 17.5 190 grs. xtraccidn d“ sangre {via i.c). - Al sug|
l ‘51"'”5 a) Aglutini
Parasitacion con 5000 tripo~- Inmunizacion con vocuna DPR.T,
mastigotes. songuineos por vig i.p. {vio i.p) B) Antitos
(]
s (j:os 5 (il'os
¢} Antitox

inmunizacioh con vacuna DT, Seleccion de ratones pora-
(vio s.c) sitados.

10 dias

uesta inmunoldgica humoral

> Pool de nueve
sueros de rutén.

"0 obtenido se_le cuantificg :

nas contra §.pertyssis.

ina difterica (L/100),

no tetdnica ( (L4/10),
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Respuesta humoral de ratones pnrosimdog’con Tryponosomo cruzi a los antigenos de la vacuno D.P.T.

Antitoxino tetdnica (Ui/ml)

Aglutininas contra B. pertussis

Antitoxino diftérica {Ul/mi)

. { Titulo})

Conirol ! Porasitadas Control Parasitados Conirol foqu:rudos
167,23 239,54 5120 2560 50~ 75 50-75
152.03 235.18 5120 5120 100 50-75
1161 | 253.36 5120 1280 100~ 150 20-25
196.75 235.30 10240 10240 tQ0 75
264.88 145.45. 20480 640 ID0-150 50-75
j41.18 281.42 5120 2560 150 30-50
206.64 126.83 10240 1280 75-100 50-75
161.50 196.04 5120 2560 50—75 50
180.88 182.17 10240 5120 75100 75
171.90 158.54 5120 2560 100 50-75%

Cada valor representa el resuttado de lo determinacion efectuodo a una mezcla de ~voldmenes igua—

les del suero de nueye rotones.

En el proceso de validocion del andlisis descriminonte se encontrd significancia de lo funcion —

descriminante con uno P=0.002 Esto sugiere que los ratones parasitados con Trypanosoma gruzi
presenton valores cltos de antitoxina tetdnice y contidades bojas de ontitoxina diftérico como:de =

aglutininos contra Bordetelld pertussis, en relacion con los ratones control.




D IS CUS I ON

Los datos presentados en este trabajo indican gque la in-
feccidn aguda por T. cruzi, en el ratén da como resul tado una
alteracidn en la respuesta inmunolégica secundaria humoral --
normal contra antigenos heterdlogos. Nc obstante, es manifies
ta una desviacidn en los valores esperados d= antitoxina tetad
nica, ya que originalmente suponiamos que. se presentaria inmu
nosupresién para los tres antigenos probadoz (ver tabla).

Se han sugerido varias ekplicaciones para la inmuosupre
sién debida a T. cruzi (53). Las que parecen mas viables, sun
la posibilidad de una activacidn policlonal, ia supresidn me-—
diada por substancias producidasz por el parésito, o bién la -
existencia de factores supresores solubles en el suero del --
huésped y producidos pcr las céluias de éste o la participa-—-
cidén de células que suprimen la respuesta normal de anticuer-
pPos, ya Sea por efectos del factor supresor o por otro meca-——
nismo no bien determinado.

BEs dificil de explicar como cualquiera de los mecanismos
citados puede hacer una distincidn entre los diversos antige-
nos. Tendriamos que sugerir que o bien el mediador soluble o
la célula supresora "selecciona" las poblacicnes que afecta.
En otras palabras, los factores o células supresoras actua---
rian selectivamente sobre célwlas cooperadoras en 1los CasoOs -
de toxoide diftérico y las aglutininas contra E.pertussis, de
Jjando inafectadas a las céluwlas cooperadoraz para el toxoide
tetanico. 0 si pensamos en términos de activacidn policlonal

(66), el activador policional actuaria preferentemente schre

las células cooperadorzs para el toxoide tetinico y las
las supresoras en 1los otros dos casos. Esto 4itimo podriz - -
explicar incluso la inmunopotenciacidén en el czso de la pro--
duccidén de antitoxina tetdnica que refleja nuestros resul ta—

dos. -
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Otra posible explicacidn de Lz selectiviiad mencionada -

ruzi, quizis rad

(8]

en la inmunosupresién debida a T. ique en di

Perencias en el manejo del antigernz durante la fase inductora
de la respuesta: Se podria dar el caso de que dos antigenos
de naturaleza quimica aparentementz semejante - es decir los
toxoides—— sean manejados por el sistema inmwoldaico de mane
ra diferente, involucrando por ejerplo subpoblacicnes de célu
las con diferente sensibilidad a 1cos mecanismos suprasores.
Por otra parte, sabemos que la tripanosomiagis americana
se encuentra practicamente limitadz al ambito rural. Asi mis-
mo, al menos dos de las enfermedades contra las que se preten-
de inmunizar al apiicar vacuna DPT, =2s decir la tos ferina vy
el tétanos, muestran tendencia a manifestarse con mayor fre--
cuencia entre poblaciones rurales {~er tablas 3,4 y 3). BEg ~-
asi como por ejemplo la tos ferina ¥ la enfermedad &= Chagas
parecen coexistir enm el espacio geccrafico y en la edad que
con mayor frecuencia se adquieren, ¥ gue en consecuencia s -—
la mismz en que es mas necesaria la Inmunizacidén con DPT,
Muchas veces se inculpa a la vacuna de los fracasos  de
una campafia de inmunizacién, bien sez por ser su potencia in-
ferior a la adecuada, o por haber ésta disminuido a causa de
una malz conservacién. Sin embargo, generalmente no se evalla
con profundidad el estado de salud = que se encuentran las -
ﬁersonas a que se pratende vacunar. 2ste es el caso de una en
Fermedad con mucha frecuencia subdiasnosticada como 1o as la
tripancsomiasis americana. Por tantc, conociendo 10s datosAoQ
tenidos en la presente investigacidn, vy suponiendo que el ra-
tén es urn modelo experimental adecuaZs para reproducir apro-
ximadamente los efectos de la enfermeiad de Chagas aguda cau=-
sa sobra el sistema inmunoldgico de 1zs nifios, sugerimes que
podria ser de utilidad incluir entre Zas preguntas que se ~--

plantean a la madre de un nifio por immunizar, relativas a 1la
)
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salud del mismo, la posible presencia del signo de Romadia en &
reas endémicas y que incluso se considere la posibilidad de di
ferir el inicio del esquema de vacunacidén hasta una etapa mac

avanzada de la enfermedad, ya que por fortuna se sabe que la -
inmunosupresién debida a T. ¢ruzi es transitoria y parece Co--

rrelacionar con el numero de paridsitos en circulacidn.



CONCLUS TTONES.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican,
si son reproducibles, que la infeccién aguda por T. cruzi, al
menos en el ratdn, evita que se obtengan los titulos de anti-
cuerpos esperados, cuando se aplica una vacuna tan importante
como el D.P.T. No obstante, surge la interrogante de si el -
efecto inmunosupresor provocado por el Rarésito se extiende a
los tres antigenos, v en caso de que'investigaciones posterig
res confirmen -los resultados inesperados obtenidos para el to
xoide tetanico, es decir una inmunopotenciacién en la produc-
cidén de antitoxina teténica, seria de sumo interés averiguar
los mecanismos intimos que dan origen a esta falta de homoge-
neidad en la supres$ién, las que con seguridad yacen en 105 —-

complejos sistemas de regulacidn de la respuesta inmunoldgica.
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TABLA 3

DIRECCION GRAL. DE BIOESTADISTICA, TITFORMIATICA Y SISTHMAS.
CASCS NUEVOS DE ENFERMEDADES NOTIFICADAS SEGUN  ENTIDAD
FEDERATIVA Y CAUSA FOR UNIDADES DE SALUD DE I 3.5.A.
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

198¢@

LETANOS 708 FERINA DIFTERTA
E.U. KETICANOS 363 50.5 g 3,048 E 4.5) 3 (0,00)
AGUASCALITNTES 5 (1.0 5 ( 4.5) —
BAJA CAL. NTE. 1 (0.08) 3 ( Qo2 —
BAJA CAL. SUR — —— 12 { 7.2 —
CM:PEC-HE 1 3 3. 5 2 7 e 0 ——
COAHUILA 5 20.3 % 19 é 1.2; 2 (0.10)
COLIATA B8 (2.4 20 ( 5.9) —
CHIATLS 33 $1.6 272 (13.0) —
CHIHUAHUA 1 (0.05 37 | 1.4; —
D.F. 1 (0.01 124 1,8 —
DURANGO — m— 2,1 —
GUANAJUATQ 33 g.g g gig ?.83 ——
GUERRERO . 11. —
EIDAIGO 14 (0.9 216 (14.2 —
JALISCO 11 (0.3 31 o.g 1 {0,002)
LEXTICO 7 (0.11 43 ( O, ———
IICHOACAN 24 (0.8 223 ( 7.3 e
W R R R0 R
NAYARIT : . . —
UEVC LEON 2 Eo.o&) 48 ( 1.9 —
OAXACA 22 (0.9 413 (16.4 e
FUEEILA 5 §0.1 226 ( 6.9 —
QUERTTARO 1 (0.1 30 ( 41 —_—
QUINTAITA ROO g &3..3 ) 13123 2123 -
S.L.P. 18 1.1 . e
SIWATCA 7 (0.4 22 1.2 —
SONORA 11 (0.7 132 Z.z ——
TABASCO 17 (1.5 oh —
TAVAULI®AS 12 50.6 ) gg i.’sf —_—
TLATCATA — — . —
R B R =
JACATECAS 3 (0:3 87 ( 7.6) ————



TABLA 4

DIRECCICH GRAL. DE BIOZSTADISTIC:, INMFORIATICA Y SISTEMAS.

| ¢ASOS NUEVOS DE ENFIRIEDADES NOTIFICADAS SEGUN ENTIDAD

FEDERATIVA Y CAUSA FOR UNIDADZS DZ SALUD DE LA S.S.A.
Y¥STADOS UNIDOS LIZXICANOS

1,881
TETANOS TCS FERINA DIFTERIA

E.U. IMEXICANCS 359 (0.52 3, 977 E 5.73) —
AGUASCALIENTES 6 {(1.15 4.27 e
BAJA CAL. NTE, 1 Eo.oB 5 { 1.19 —
BAJA CAL. SUR 3 (1.30 27.75 —
CANPICHE 9 §2.34§ 2 8.33 —
COAHUILA 2 (0.12 233 (14.50 "
CCLIA 3 (o.Ssg 23 ( 0.58 ———
CHTIAPAS 18 (0.84 224 {10.41 —
CHIHUAHUA 2 (0,10) 167 8.48 e
DURANGO 4 (0.00) ;:% ézé';g _—
GUANAJUATO gg (g.g%) ;§$ (?{;gsg 1 (0.03)
GUERRERO ‘ . . —
v
JALISCO . . B
MEXTCO 4 (0.05 45-( 0.57) —
MICHOACAN 25 (8,$§ %gg 12.%3% —
NORELOS . . J—
NAYARIT T4 §7.b7 15 ( 2.00) —
NULVO LEON 12 (0.47 127 4.99% —
CAXACA 23 (o.gog 432 (16.81 ———
FUEBLA 6 (Q.1 257 ( 7.64 ———m
QUERETARO 5 (0.66 96 (12.69 —
QUIN%ANK ROO 13 ;.3; %; 12.23 —
S L . . - —-——
SINALOA 20 {1.03 42 g 2.16 S
SONORA 12 (0,78 77 { 5.00 ——
TABASCO 4 (0.34; 50 g 4,20 —
TAMAULIPAS 7 éo.ss 75 ( 3.80) —
TTATCALA 1 0.18; 9 g 1.60) —
VERACRUZ 43 §0.79 124 ( 2.29) —
YUCATAN 31 (2.92) 75 ( 7.06) —
ZACATECAS 1 {0.09) 196 (16.83) e
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TABLA 5

DIRZCCION GRAL. DI BIOESTALISTICA, INFORMI\TICA Y SISTENAS.
CASOS NUEVQS DE ENFILRLIZEZDADIS NOTIFICADAS SEGUN  ENTIDAD
TEDERATIVA Y CAUSA IOR UNIDADES DE SALUD DE LA S.S.A.
ESTADOS UNIDOS MEXICANCS

1982
TETANOS T0S FERINA DIFTERTA

E.U. KEXICANOS 307 (o.4g 2,000 ( 2.8

AGUASCALIFNTES 1 (0.2 1 g 0.2 ——
BiJA CAL. NTE.  ——— 9 ( 0.7 ——
E.!,J.A‘ C.“\.L. SUR 3 1 03 28 1 1 0‘7 —————
CALTFZCHE 12 (3.0 15 ( 3.8 —
COAHUTIIA 10 (0.6 31 1.9  —
COLIVA. 6 (1.7 22 ( 6,1 —
CHILTAS 11 (0.5 108 ( 4.9 ——e
CHIHUAHUA 1 (0e1 29 { 1.5 ——
D.F. 7 (0.1 27 { 0.3 —_—
DURANG — —— 32 ( 2.7 —
GUANAJUATO 4 Eo,1g 39 ( 1.2 —_—
GUERRSRO 14 (0.2 125 { 5.5 U
HIDAIGO 13 go,s) 207 (13.1 —
JATISCO 13 0.3; 21 ( 0.5 e
LiTXICC 10 (0.7 25 ( 0.3 e
1 ICHOACAN 27 go.8 147 { 4.6 —
IICREIOS 5 (0.5 51 501 —
AYARIT 15 (2.0 12 { 1.6 e
NUEVO 1LEON 7 (0.3 13 ( 0.5 —
QATACA 18 (0.6 107 (15.5 —
FUEBIA 3 (o.1g 157 {4.6 ———
“UZREZTARO 4 (0.5 25 3.2 ——
QUINTANA ROO -6 2.6; 44 (18.8 —
S.L.F. 14 (0.8 15 ( 0.9
SINATO0A 15 (0.7 34 1.7
SONORA 13 (0.8 130 ( 8.2 ——
PABASCO 5 (0.4 12 ( 1.0 —_—
TALIAULIELS 11 (0.5) 5 ( 0.2 e
TLATCATA —_— —— 2 ( 0.3 —
VERACRUZ 50 §o.9) 186 ( 3.3 —
TOCATAY 9 (0.8) 36 3.3; e
Z.CATECAS —— — 5 ( 0.4 ——
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ANALISIS DESCRIMIMANTE

. Objetivos:

1) Determinar si existen diferencias significativas —-—
entre los promedios de los valores de “p~ wvariables
de 2 o mas grupos.

2) Establecer promedios para clacificar un eleﬁento -
nuevo a un grupo determinado, en base avsuéfVaiores
sobre las “p” variables. L _

3) Determinar cual o cuales de las "p"'#ariableé esta~
blecen el mayor poder descriminatorio de los 20 -

mas grupos.

LOGICA DEL ANALISIS DESCRIMINANTE.

1) Obtencién de la(s) funcidn(es) descriminante(s) (D).
2) Validacién de la(s) funcién(es) descriminante(s).

3) Interpretacidén de la(s) FPuncidén(es) descriminante(s).

> A (AN D
Representacidén wnivariada de la funcidén descriminante D.
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"iraslape’ entre poblaciones y 2 para los valores de X1

POBLACION 1 PORBLACION 2

> Valores de X4

Por separado para X2 la situacidn puede ser como sigue:

"Traslape* entre poblaciones para los valores_ggrxz.

POBLACION 2 ‘PQBLACION A

3 Valores de X2

centroide ¢ punto con 1o0s
aromedios para la pobla-—--—

cién 2 (H,W H22).

" POBLACION 1

centrdide o punto con 1os
cromedios para la poblaw-
zidn 1 (B ., H

( 11 12).

o

_//{i;><3§>\‘_ proyeccidén de las
X4 poblacidnes sobre

H12 H11 la variable X1.

by

vy

T 2> X
;!

l I

|
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Ilustracién grafica de un yanél:i‘sifs'.;discfimi’nénte de 2 grupos
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Funcion descriminante para d4os poblacicnes y dos wariabl

Xo

A POBLACION 2

\L POBLACICX 1

individuo A con
* X*

N~
valcres )Ll y X5

7 > ’A‘l
’ 7, 2 %

[+
f3

b
N

Funcidén descriminante para ires poblaciones y dos wariables.

X B
/\ ':OELA"ION 2

‘ ' POBLACION

Individue : el s}
valores X, ¥ X2

b
H

h Y
X
4 1
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No parasitados Pafasitados Total
(Grupos 0) (Grupos 1)
Total 10.0000 10.0000 20.0000

~Obtencidén de la funcidn descriminante.

Desicnacidén de variables,
V2= Tétanos.
V3= Pertussis.

Y4= Diftgria.r

Medias aritmeticas.

“Grupo 0 Grupo 1 Total

v2= . 175.8700 205.3840 190.6270
V= 8192.0000 13392,0000 5792.0000
V4= 6.6000 3. 6000 5,1000

Desviacién estindar.

~:Grupo. 0 _Grupo 1. . -TotaXl
V= 40.7893  51.2256  47.5427
V,=  4946.3899 2830.9904 4631.3095
V= 1.6465 1.2649 2.1001
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Marriz de correlaciones dentro de los grupos.

v v
2 Vg 4
V2 1}0000
V3 0.6128 1.0000
, -0-2344 0.3269  1.0000

Lambda de Wilks (Estadistico U) y razén F

univariada con 1 y 18 grados de libertad.

Variable Lambda de Wilks F
v, 0.8986 2,015
v, 0.7173 - 7.0933
v ' 0.4630 - 20.87663

ANALISIS DESCRIMINANTE.

. Funcién Eingenvaloxr % Relativo
descriminante —
1 1.45756 100.00-

Correlacidn Funciones Lambda Grados de

candnica  derivadas de Wilks 1libertad
0.7700 0 0. 4069 3
Significancia
0.002

Los restantes calculos se basan en una sé

la funcidn descriminante.
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Coeficientes de la funcidn descriminante.

No estandarizados Bstandarizados

v, 0.00841 0. 40002
v, . -0.00012 -0.53816
v, -0.23172  ~0.48664

Constante 0.25089

Centroides de los grupos en espacio reducido.
‘Grupo - Funcidn 1
Ov(No'parasitados) -0.75062

1 (parasitados) 0.75062

. (ver gréfica)

. ‘Prediccién de resultados.

Grupb'actqai‘fiNo; de - Numero de grupos

. Cas0s predichos en el:
S Grupo O  Grupo 1
Grupo 0 , 10 8 (80.0%) 2 (20.0%)
(¥o parasitados)
Grupo 1 . 10 1 (10.0%) 9 (90.0%)

(Parasitados)

Porciento de casos correc

tamente clasificados:

85.00%
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_EL..

MAPA TERRITORTAL DE LA FUNCION DESCRIMINANTE.

-1.500 0.000 1.500 3.000
=1 I—- I -1-- I- L ——— I—————- i 3,000

' 0.000 ->00000000000000000000000000011111111111111111111111111113= 0,000

El ysigno * indica el centroide del gmpo.
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