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I. INTRODUCCION
1. BREVE HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA

La inmunologfa constituye una rama relativamente joven
de 12 ciencia de 1a medicina. Algunos de los avances m&s im--
portantes fueron posibles gracias a la introduccién de técni-
cas gquimicas pare la elucidacidn de la naturaleza de los antf

genos y de los anticuerpos.

El término inmune deriva del latfn inmunis, esto es,
"exento de cargos" (impuestos, cargos). Sin embargo, durante
casi un siglo, el término inmunidad ha denotado la resisten--
cia al posible ataque por algin agente infeccioso. La primers
tnmunizaci6n efectiva, aunque todavia empfrica, fue llevads a
gabo por Edward Jenner; un médico inglés (1749-1823), que ob-
servd que las personas que se curaban después-de alguna infec

cién con la viruela del hombre.

En 1796 se introdujo la vacunaci6n con la viruela de
la vaca como medio para proteger contra la humana. (3,5). --
Louis Pasteur (1822-1895), y sus colaboradores dieron el enfg
que cientifico en sus estudios cuando investigaron la posibi-
lidad de proteger contra la infecci6n mediante inmunizaciones

con cepas atenuadas de microorganismos.



2. DEFINICION

El paludismo es un padecimiento endémico en territo--
rios tropicales y subtropicales producido por un parésito in-
tracélular obligado, que pertenece a la clase Sporozoa, orden
Haemosporidia, familia Plasmodiidae, del génerO'Plasmodium, -
" cuyo huésped intermediaric es el hombre y otros vertebrados,
sus héspedes definitivos son dos mosquitos anofelinos hembras

siendo estos del género Anépheles: Pseudopdnetlpennls. Azte--

cus_albamanus quadrimaculatus. (4)

3. CARACTERISTICAS

El paludismo humano es causado por especies del géne-
ro Plasmodium, es transmitido por mosquitos hembras que ingie
ren las formas sexuales del parfisito en sus comidas de sangre.
Los esporozoftos infectantes se desarrollan en el mosquito y
son inyectados en el interior del huésped-definitivo cuando -
el hombre es picado por el insecto; también es transmitido -
pﬁr donadores palddicos, material quirlrgico contaminado y -

excepcionalmente por placenta. (1-3).

€1 paludismo se caracteriza porque produce debilidad

y anemias crénicas como la hemolftica, la forma m&s grave es



la producida por P. falciparum (terciaria maligna) esto se de
be a las disturbancias y estabilidad fisica de los eritroci--
tos asf como en la eliminacién de los productos metab8licos -
intermediarios de pardsito. Habitualmente los glébulos rojos
y la hemoglobina disminuyen, habiendo macrocitosis a conse---
cuencia del mayor nimero de reticulocitos y por el crecimien-

to de los glébulos rojos infectados (P. vivax y P. ovale). En

las fases activas, existen signos de hemb6lisis (Bilirrubina -
indirecta del suero elevada, metahemalbubinemia, hemosidenu--

ria, etc.)

Las alteraciones en el metabolismo del glutatién redy

cido (GSH)} en el eritrocito y la generacién del oxidante pe--
~réxido de hidrbgeno por el par&sito representan factores que
contribuyen a la anemia severa por infecci6én del P. vivax. En
las formas crénicas, la cifra de leucocitos suele ser baja, -
pero aumentan muchas vece; los monocitos. Se presenta leuco-
citosis después de los escalofri{os. Los &rganos muestran gran
cantidad de pigmento palGdico, hay hepato y esplenomegalia, y
se encuentran pardsitos y pigmentos en las biopsias del bazo.
El huésped actla comp intermediaric y reservario y realiza -
dos ciclos esquizogfnicos: el exoeritrocitico y el eritrocitj

co.

El ciclo sexuado se infcia en el hombre, pero se rea-



liza en el mosquito anopheles, los cuales siendo huéspedes de
finftivos, funcionan como transmisores. S6lo la hembra es he-

matéfaga y por lo tanto la transmisora. (4, 5, 24).
3.1 Epjdemiologfa

Lta malaria estd distribuida mundiaslmente, en zonas -
fropicales. 1o que provoca una de las causas principales dé -
muyerte. Por eso se est4 planteando la posibilidad de erradi--
carla, medfante la suspensién total de la transmisién durante
un aio desaparectepdo 13 infeccién en los reservorios, as!} -
1os mosquitos ya no pueden infectarse al picar &l hombre., Es-
to puede ser posible con el uso de insecticidas residuales del .
tipo de} DDT, En algunas zonas hiperendémicas los vectores -

mis ‘importantes son Anopheles gamblance, A, funestus, A, ara-

—

blensis, A, oswaldoi, A, darlinge, A. triamalatus, A. nunezto

vari; en Méxjco los principales son Anopheles psevdopunetipe-

nnis, A, albimanus, A. quadrimaculatus, A. aztecus. La dindmi

ca de la transmisidn depende de aspectos ecoldgicos: altura -
sobre nivel del mar, topografia del terreno, lluvias, salini-
dad y otras carscterfsticas de los criaderos, También es nece
sario tratar de evitar la transmisién extradomiciliaria cuan-
do se suspende ésta con el uso de insecticidas residuales. -~
El paludismo se puede transmitir por medioc de una transfusién

sanguinea, por usar jeringas no estériles, as{ como también -



por via transplacentaria {(en los Gltimos dfas de embarazo o -

durante el parto). (25, 26)

3.2 Cuadro Clinico

Las principales caracteristicas clinicas en un caso -
tipico de Paludismo son 105 paroxismos de fiebre, que apare--
cen con intervalos regulares., Se presentan escalofrios, file--
bre y sudacién en un perfode de 2 a 4 hrs., después ellpacieg
te vuelve a2 su estado normal para presentar otro acceso 3l -
dfa siguiente, al tercer dfa ¢ cuarto dfa. El paroxismo tiene
lugar por la sGbita liberacién de merozgftos en la corriente
sanguinea,

P. vivax y P, ovale producen fiebre terciaria simi--
lar o sea el primer y el tercer dfa, siguiendo 1a pertodici--
dad.

P. malariae produce fiebre cuaterna con intervalos -
apiréxicos.,

P. falciparum produce flebre més continua, llamada -

subterciaria.



Dursnte el ascenso febril puede haber néusea, vomito
y cefalea. €1 cuadro en general puede durar 2 6 3 semanas, -
diffcilmente dura m&s de un mes. Al final de la primera sema-
na aparece la esplenomegalia, que aumenta de tamafio notoria--
mente, al finalizar el tratamiento disminuye el tamafio, pero
no en su totalidad. También puede presentarse hepatomegalia y
malaria cerebral, 1las pruebas funcionales se alteran, pero -

vuelven a la normalidad 3l desaparecer la parasitemia.

uUn problema que siempre se presenta en el paludismo,
es la anemia hemolftica, pero dependiendo del plasmodium es -

la gravedad de ésta,

La parasitemia en estos casos puede también ser oligo
sintom8tica o asintomética. Se observa leucocitosis y desvia-
cién a la izquierda de los neutrffilos; finalmente aparece mo
nocitosis. (27, 28).

3.3 Diagnéstico

El dian6stico se realiza répidamente mediante la ob--
servacidén microscObpica de frotis sanguineo o de 1a gota grue-
sa.



También puede diagnosticarse por andlisis inmunoquimi

€os.

Como la inmunoprecipitacién, el radio inmunoensayo, -
electroforesis de flufdo cerebroespinal y el ensayo inmunoge-
nético. ‘

Cuando el cuadro febril estd empezando o desaparecien
do, 1la parasitem§a disminuye notablemente o, es nula, por lo
que es conveniente determinarla posteriormente ¢ 6 2 dfas des
pués. También se pueden realizar cortes histolbégicos del ba-
20 o del higado, en las células del sistem2 reticuloendote---
1ial, se encuentra pigmento maldrico (para determinar princi-

palmente si el paciente tuvo paludismo). (29, 30, 32).

La parasitemja alcanzada dependerd notablemente de la

especie de Plasmodium:

P. malariae: Parasitemia hasta de 30,000/mm* de sangre.
P. vivax: Parasitemia hasta de 50,000/mm3 de sangre.

P. falciparum: Parasitemia hasta de 200,000/mn> de -
sangre.
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3.4 Tratamiento

Para destruir formas eritrocfticas (tratamiento del -

cuadro clinico), se emplea:

Amodiaquina {camoquinal), cloroquina (aralen, resoqui
na, nivaquina, mepracrina) (metoquina, atebrina), quinina, -
diaminofenilsulfa, primetamina (daraprim), primaquina (neo---
quipenil). La asociacién de medicamentos ha mostrado potencia
cién que permite disminuir la dosis, como son: sulfamétopira-
cina-pirimetamina (daraprim), quinina-tetracilcina, amodiaguj

na-tetraciclina, sulfadimetoxina-pirimetamina-primaquina.

3.5 Prevencion

Las medidas de prevenci6n contra la infeccibn son: -
Protecci6n contra los mosquitos, utflizando telas de alambre
en puertas y ventanas; emplear insecticidas residuales como -
el malati6bn, ODT, dieldrin, propoxur, en paredes y muebles. -
No emplear la sangre de donadores que hayan padecido paludis-

mo en los Gltimos 4 afos. (33).
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4, CICLO BIQLOGICO DE LA MALARIA

Los pardsitos del Paludismo humano tienen dos esta---
dios:

Uno extrinseco en el Anéfeles y otro intrinseco en el
hombre. E1 primero, en el cudl se lleva a cabo 12 reproduc---
cién sexual, se conoce como huésped definitivo y el Gltimo en
el que tiene lugar la reproduccién asexual, como intermedia--

rio.
CICLO VITAL DEL PARASITO PALUDICO

1. Fase Preeritrocitica. {Fase exceritrocitica, Esqui

zogonia exoeritrocftica primaria, Esquizogonia preeritrociti-
ca). Los esporozolitos introducidos en el hombre por el mosqui
to infectado abandonan prontc el torrente circulatorio que--
dando la sangre libre de ellos aproximadamente en ! Hr., peng
trando en las células del hlgado y, por multiplicacién asexual
o esquizogonia producen merozeftos (Fig. 1 a-f)., (lLos espore-
zoftos se convierten en esquizontes exoeritrociticos redondos
u oviles. y su ntcleo se divide repetidamente. No hya pigmen-
to. Cuando el esquizonte madura, se libera en gran nimero de

merczoitos exoeritrociticos).



La esquizogonia exoeritrocitica primaria termina cuan
do.los meroczoftos expoeritrociticos invaden los glé6bulos rojos.
las primeras dos o tres generaciones de merozoftos exoceritro-
citicos pueden reinvadir las células del parénquima hepdtico.
En P. vivax y P. ovale existe una esquizogonia exceritrocfti-
ca secundarja o latente con unda o varjas generaciones de merg
zoftos exoeritroc{ticos que aparecen después de que los eri--

trocitos han sido ifnvadidos.

~Los merozoftos y los esquizontes se mantienen presen-
tes durante un perfodo de hasta 105 dias. Esta esquizogonia -
extraeritrocftica tardfa no se produce en P. falciparum y pro

bablemente tampoco en P, malariae,

Las fases exoeritrocfticas que surgen directamente de
los esporozoftos se han denominado "criptozoftos", pero éste
término s6lo se emplea actualmente para los pardsjtos sviares,
a} igual que el de "metacriptozolto" que se aplica a la fase
exoeritrocitica que surge de los criptozoftos y se produce an

tes de la invasi6én de los eritrocitos.

Il. Fase eritrocftica. Los merozoftos de los esqui--
zontes preeritrociticos invaden los hematies produciendo tro-
fozoftos (Fig. 1 g-k), lo que conduce a la esquizogonia repli

cativa- (Fig. 1 1), y a la formaci6n de los gametocitos femenj



nos (Fig. 1 m-o0) y mgsculinos (Fig. 1 p-s).

En esta fase los merozoitos exoeritrociticos penetran
en los eritrocitos y reticulocitos, donde se desarrollan a ex

pensas de 1a célula huésped.

El merozofto tiene una superficie selectivamente adhe
siva para la fijaci6n al eritrocito y un complejo apical de -
roptrios, micronemas y anillos polares para 1a invasibn., - -
Bannister (1977), ha indicado que para ia invasién del eritro
cito por el merozofto, 10s pasos sucesivos serfan la adheren-
cfa a 1a superficie eritrocitaria, la fijacién del complejo -
apical a la membrana del hematfe, 13 formacién de una vacuola
parasit6fora y el englobamiento del merozofto por el hematie,
durante el cu8l 1a cubjerta externa del merozofto desaparece,

al menos en algunas especies.

En el gl6bulo rojo, el merozofto se presenta vacuola-

do. en forma de anillo mds o menos ameboide y uninucleado.

Ahora se denomina trofozofto, nombre con el que es co
nocido hasta que su nicleo se empieza a dividir. Se alimenta
de Hemoglobina, que no se metaboliza de forma completa y deja
residuos de globina de una hematina de ferroporfirina. Este -
Gltimo es el llamado pigmento palidico, un compuesto de hema-
tina (Acido hemoférrico) y proteina.



Los trofozoftos ¢recen hasta que su nocleo se divide
por mitosis, sus vacuolas se 1lenan, sus movimientos ameboj--
des cesan y se convierten en un esquizonte maduro, el cual -
llev$ a cabo 13 esquizogonia eritrocitica, dando lugar a los
merozoftos eritrociticos. E! eritrocito se rompe y los mero-
zoftos caen al torrente sanguineo. Muchos son destruidos por
los mecanismos inmunes del huyésped, pero otros invaden nuevos
eritrocitos en los cuales llevan a cabo un nuevo ciclo de es-
quizogoni{a eritrocftica. Después de dos o tres generaciones -

eritrocfticas se inicia el fendmeno de gametocitogénesis.

Algunos de los merozo{tos intracelulares, en vez de -
convertirse en esquizontes desarrollan microgametocitos o ma-
crogametocitos. Se desconoce si estos se desarrollan a partir
de un tipo especial de esquizonte, o si se producen en res---

puesta a un estimulo especifico,

II1. Fases en el mosquito. Los gametocitos captados

de la sangre periférica del hombre llegan al {ntestino medio

del mosquito (Fig. t o-s), donde maduran en gametos femeninos
(Fig. 10') y masculinos (Fig. 1 s'}. Un gameto masculino peng
tra en uno femenino (Fig. 1 s'' o"). Produciendo un cigoto -
(fig. 1,1), que se convierte en el oocineto mévil (Fig. 1,2),
y emigra a la pared externa del est6émago, donde forma el - -

oocisto (fig. 1,3). Este crece produciendo un gran nGmero de



esporozoftos (Fig. 1, 3-7). Cuando madura el oocisto estalla,
~-liberando los esporozoftos (Fig. 1,8), que llegan a las glén-
dulas salivales (Fig. 1,9) y a través de los conductos saliva
les alcanzan la hipofaringe introduciendose en el huésped hu-
mano cuando el mosquito vuelve a picarle. Cuando los microga-
metocitos (machos) y los macrogametocitos (hembras) se intro-
ducen en el estémago de un mosquito susceptible, maduran ré-
pidamente a gametos. Los microgametocitos maduran por exflage
lacién, en donde se desarrollan los microgametos o flagelos -
con membranas externas, separdndose 10 6 12 minutos después -

de inicfado el proceso.

Los macrogametocitos se desarrollan en macrogametos.
Su nGcleo se mueve hacja la superficie formando una proyec---
ci6én. La fertilizacién tiene lugar cuando un microgameto pene

tra en esta proyeccién, tras lo cual se denomina cigoto.

A los 20 minutos inicia la formacifn de pseudépodos,
por los cuales fluye citoplasma formando un cuerpo fusiforme
l11amado oocineto, o estadio mévil del huevo. A medida que el
oocineto c¢rece, los nicleos macho y hembra se fﬁnden penetran
do el cuerpo de una célula epitelial del estfmago y atravesén
dola hasta el lado opuesto. En esta localizaicén el oociento
secreta una fina pared, crece en forma esférica y recibe el -
nombre de oocisto, el cual alcanza un tamafo de 50p0 més ex--
tendiendose hacia la cavidad celémica del insecto. Segln  1la



temperatura, el oocisto madura entre los 4 y los 15 dfas si--
guientes a la i{ngesti6n de l1os gametocitos por el mosquito; -
el nGclec se multiplica y elicszoplasma se transforma en mi--
les de cuerpos independientes que reciben el nombre de esporQ
zoftos. El oocisto se rompe y los esporozoftos llegan al hemo
cele del mosquito, dispersdndose por esta via en el cuerpo -
del insecto. lLos que entraﬁ en contacto con las gléndulas sa
livales penetran en ellas a través de las células y permane--
cen en los conductos acinares. Asf, cuando los mosquitos se -
alimentan, inyectan saliva que lleva los esporozofitos, los -~
cuales entran de ésta manera en el huésped humano. Solamente

“los mosquitos hembras Anopheles se alimentan de sangre.

Los esporozoftos tienen una estructura compleja limi-
tada por una membrana relativamente gruesa. Su forma varfa y
puede ser estrecha, ligeramente curva (vivax), gruesa (mala--
riae) o en media luna (falciparum), y mide de 10 a 14 M de
longitud. Poseen fibras periféricas que pueden tener funcién

iocomotora. Hay mitocondrias pero no pigmento. (33, 37).
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ESPECIES EN HUMANOS Y ROEDORES

Las especies de Plasmodium en humano son:

a. Plasmodium falciparum.

b. Plasmodium vivax.

En menor proporcifn estdn:
a. Plasmodium qvale.

b. Plasmodium malariae.

Excepcionalmente se han reportado casos de malaria -

producida por:

a. Plasmodium cynomolgie, agente etioldgico en antro-

Doide (13 tt, ‘2).

Especies que producen paludismo en roedores:

a. P. berghei.

b. P. yoellil

c. P. knowlest.

d. P. chabaudi.

e. P. berghei yoellii.
f. P. yoeilfl yoellii.

(1, 11, 12).



6. INMUNOLOGIA DE LA MALARIA
Caracteristicas Inmunol6égicas principales:

- Produccibn de 1gG contra merozoftos, después de va
rias infecciones.

- Inmunogleobulinas altas en suero en zonas endémicas
por paludismo.

- Inmunosupresifn a otros antf{genos durante el curso
de la enfermedad.

-. Variaci6n antigénica en los parédsitos.

- Produccién de varjos anticuerpos humorales, y au--
mento de la actividad del sistema reticuloendote--
lial.

- Estado complejo de inmunidad parcial inducida des-
pués de muchos alos y miltiples exposiciones en las
que intervienen caracterfsticas humorales y celula
res, espec{ficas e inespec{ficas, hereditarias y -
adquiridas, as{ como el efecto de una infeccibn ac
tual de bajo nivel en el desaffo de-una infeccibtn:

premonitorio. (3, 5).

Las recafdas y recrudecimientos se pueden asociar con
bajas en los niveles de los tftulos de anticuerpos, o con la

capacidad aumentada del pardsito para enfrentarse con los --



anticuerpos, pero también puede depender de diferencias gené-

ticas de las poblaciones de los esquizontes.

Existe una disposicion de.respuesta humoral en el --
huésped producida por los merozoftos de los eritrocitos, de--
mostrado por las reacciones de fijacidn del complemento, de -
precipitaicbn, de aglutinacidn y del anticuerpo fluorescente
{5). Los sfntomas en las recaidas, generalmente son. menos mar
cadas que en el primer atague, pero la parasitemia es mas ele
vada. Después del primer atagque y entre las recaidas, el pa--
ciente se hace tolerante a los efectos del pardsito y, de he-
* cho, puede tener parasitemias tan elevadas como las que se -
presentan durante el primer ataque, aunque permaneciendo asin
tomético.

Tales portadores asiﬁtomaticos son muy importantes en
la epidemiologfa de 1a enfermedad, La inmunidad protectora -
es principalmente una premonicién, esto es, resistencia a 1la
super-jinfeccifn, en tanto solo haya una pequefid poblacién de
pardsitos; si lg persona se cura completamente, la susceptibi

lidad regresa.

Se presentan recsidas sintom8ticas o verdaderas que -
varfan de 2 a 30 affos para presentarse: tanto la resistencia

adquirida como la tnnata, la especffica o la inespecifica al
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paludisme, son influidas por un nimero de caracterfsticas ge-
néticas que reflejan una fuerte presitn selectiva en las zo--
nas que poseen combinaciones especifices mosquito-hombre-plas

modium,

La resistencia se desarrolla afos después del comien-
zo de la enfermedad grave en %todos los nifios de mas de 3 me--
ses de edad. Asf, en las zonas de alté endemia, los lactantes
poseen proteccién pasiva inicial transplacentaria por los an-
ticuerpos {1gG) maternos, y los nifios pequedios est§n en gran
riesgo después del destete. Si los nifos sobreviven al primer
ataque, entonces su inmunidad estard continuamente estimulada
por las picaduras de mosquitos infectades mientras vivan en -

la zona de paludismo.

Se considera que la respuesta inmunitaria que propor-
ciona la protéccién es la producci6n de anticuerpos indepen--
dientes del complemente que inhiben la entrada de merozoftos

a los eritrocitos del huésped. (5., 38).

Medisnte diversaes adaptaciones protectoras {por ejem-
plo variabilidad antigénica), los pardsitos sobreviven, y por
un grade limitado de destrucci6n eritrocftica, provocan solo

una respuesta benjgnz del huésped.
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. Par lo tanto, ocurren respuestas del huésped de ﬁro--
. teccidn innata y adquirida (especifica e inespecifica) y con-
tra ad;ptaciones del parésito a estas caracteristicas del --
huésped. Ademés la biologia del vector y ta fluctvaciébn de su
poblacidn, y la respuesta de) pardsito 2 las varlaciones de -

las condiciones ecolégicas.
Toda se combina para determinar el equilibrio huésped-

parésito-ambiente, del cual se forman los numerosos patrones

de paludismo humano que existen. (3, 5).

7. ANTECEDENTES

ST Respuesta Inmune Celular

En 1882, en Messina, el zoologo rusg Elie Metchnikoff,
{1845-1916) estudié el pape) de las células moviles de la -
larva transparente de una estrella de mir en la proteccibn -
contra algGn intruso extrafo. El introdujo una espina de ro-
~sa en el Interjor de estas larvas y observ6é que algunas horaé
después l1a espina estaba rodeada por células méviles, demos~-
trd que los leucocitos se habfan engullido 2 los microorganis

mos.
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Este experimento puede considerarse el punto de parti
da de la inmunologfa éelular. Metchnikoff observé que la fago
citosis se incrementaba en forma notoria en los animales que
estaban recuperdndose de aiguna infeccibén o después de la va-
cunacidn con una preparacidn de estos microorganismos, tam---
bién demostré 14 existencia de dos tipos de leucocjitos circu-
lantes capaces de fagocitar: Los polimorfonucleares y los ma-
créfagos. En su opinlbn.‘la inflamaci{én daba por resultado un
proceso de digestién enzimdtica debidc a la ingestitn del --

agente nocivo por los fagocitos méviles. (3, §).

7.2 Respuesta Inmune Humoral

Fodor en 1886, fue al parecer, el primero que observé
la inmunidad en ausencia de células en el efecto directo de -
un suero inmune sobre los microorganismos, durante sus estu--

dios en bacilos de antrax.

Behring y Kitasato (1890) demostraron la actividad ap
titoxica neutralizante de sueros de animales inmunizados con
toxina diftérica o tetdnica, lo cual se consideré como la pri
mera preuba de inmJnldad humoral. {13, 14).

l

El fen6meno'de Pfeiffer descrito por Pfeiffer e Isaeff



23

(1894) demuestra un importante mecanismo humoral de defensa:
los vibriones del célera inyectado en el peritoneo de cobayos
previamente inmunizados pierden su movilidad, se aglutinan,
ya no se tiflen y son fagocitados por i1os leucocitos y lizados

en ausencia de células.

Jules Bordet (1870-1961). En 1898 descubrib que tan
to la bacteriolisis como la lisis de los eritrocitos reque---
rfan de dos factores: uno que denomindé el sensibilizador era
termostébil y espec{fico; el otro que llamo alexina era termo
labii e inespecifico, este Gltimo pensaba que posefa la acti-
vidad enzimbtica y que constaba de diversos componentes; fue
denominada por Metchnikoff como citasa y complemento por - -

Ehrlich.

Posteriormente se estableci6 que los factores humora-
les se originaban en las cé&lulas linfoides. Durante este pe--
riodo e! término antfgeno fue introducido para designar cual-
quier substancia (entonces principalmente microorganismos o -
células), capaz de introducir alguna reaccién contra si misma
y el término ilégico de anticuerpo (siendo ambos "anti") para
designar el factor presente en el suero que posefa esta acti-
vidad. (3, 5).



24
7.3 Complemento

£l sistema del complemento (C), es el mediador humo--
ral primario de las reacciones antfgeno-anticuerpo, consiste
de cuando menos 20 protefnas plasméticas, quimica e inmunolé-
.gicémente distintas, capaces de actuar de manera reciproca -
ﬁna con otra, con el anticuerpo y con las membranas celulares.
Cuando se activa el sistema las reacciones generan una activi
dad bioldgica: desde la lisis de diferentes clases de células,
bacterias y virus, hasta la mediaci6n directa de los procesos
inflamatorios, también puede aislar otros sistemas efectores
humorale sy celulares y conseguir la participacitn de ellos -
induciendo la liberaci6n de histamina de las células cebadas,
1a migracion dirigida de los leucocitos, la fagocitosis y la
liberacion de los constituyentes lisosémicos de los fagocitos.
{s).

En el sistema del complemento 1as proteinas individua
les se encuentran normalmente en la circulacion como molécu--
las precursoras inactivas, que comprenden el 15% (p/p) de la
fraccién globulinica del piasma (Ct, C2, C3, etc., properdina,

factor B, factor D, etc.).

Cada componente es activado sucesivamente en condicio

nes apropiadas para que progrese una reaccién del complemento.
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Por lo tanto, la activacién permite a las proteinas volverse
miembros de un sistema funcional integrado, en el cual actiuan
reciprocamente. Durante el proceso de activacién se forman -

enzimas; C1, 5, factor B. (5, 15).

Existen 2 mecanismos paralelos, o vias, pero totalmen
te independientes que conducen a la activacién de la porcion
terminal, biol6gicamente importante, de la serie de reaccio--
nes dei complehento: las vias clésica y alternativa o de la -
properdina, las cuales son substancias diferentes; las dos -
vias de activacibn convergen en el punto medio del sistema del
complemento y el resto de la serie de reacciones (de C5 a C9),

es comin para ambas v{as. (15).

La porcién terminal también puede ser activada por en

zimas séricas y celulares no pertenecientes al sistema.

(Enzimas parecidas a la tripsina que activa €3 o C5 -
son: enzimas fidtrinolftica plasmina y ciertas enzimas lisoso—‘
micas.) (5).
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7.4 Fagocitosis

. La fagocitosis se caracteriza por la ingestién y, en
altima instancfa, la digestién de particulas mds importantes,
de didmetro superior a 10 nm. Esas partfculas pueden ser --
inertes (agregaci6n de cristales de s{lice) o vivas (células,

virus, bacterias, pardsitos, etc.).

Estas células estan representadas por los polimorfo--
nucleares y las células mononucleares; los monocitos y los ma

cr6fagos.

Desde 1882, afio en que Elie Metchnikoff descubrié la
importancia de esas células en la resistencia del organismo -
contra las enfermedades infecciosas, se ha demostrado que las
funcioens de las células fagocitics, principalmente de los ma
cr6fagos, no se limitan a la destruccién de agentes infeccio-
sos; sino que también intervienen en diversas reacciones inmy
ﬁitafias. Los fagocitos polimorfonucleares son células circu-
lantes que emigran a los sitios de inflamacién; y los fagoci-
tos mononucleares circulan en la sangre o se encuentran fijos
en los tejidos y también se acumulan en los sitios de inflama
cién.

- Ambos tipos de células son capaces de reconocer e in-
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gerir particulas, mediante sus receptores en la superficie ce
lular y de digerir tales substancias dentro de sus lisosomas.
Los fagocitos mononucleares muestran mucho mayor diversidad -
funcional y de respuesta; en la actualidad se sabe que los ma
créfagos son necesarios para la activaci6n de los linfocitos
By T "in vitro"., (5).

CELULAS DEL SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR EN LOS
TEJIDOS NORMALES E INFLAMADOS

Células precursoras (comprometidas) Médula 6sea
Monoblastos " "

Promonocitos " "

Monocitos " Y
Macréfagos Tejidos
Estado Normal:
| ‘ Histiocitos Tejidd Conjuntive
Macréfagos alveolares Pulmén
Células de Kupffer . Higado

Macréfagos pleurales y

peritoneales ' Cavidades sero

sas
Osteoclastos Huesos
Celulas microgliales Sistema nerviog

SO
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Células sinoviales Tipo A Articulaciones
Macréfagos libres y tisulares Bazo, Ganglios
fijos linfaticos, M&

dula 6sea y -

otros tejidos.
lnffamacibﬁ:

Macrafago exudados Cualquier tejido.
Macré6fago activados " "
Macréfago excitados " "
Células epiteliodes " "
Células gigantes multinucleares ! "
(Tipos de Langrhans y tipo de

cuerpo extrafio).

Durante la fagocitosis, las particulas se fijan a re-
ceptores inespecificos de membrana, después son rodeadas por
l1a membrana celular, formando vesfculas fagociticas. La fago-
citosis en general puede dividirse en 5 etapas distintasy tem

peramentalmente secuencisles:

{. Movilidad, 2. Reconocimiento, 3. Ingestién, 4. De-

i

granuiacién, 5. Destruccién intracelular.{5).
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11. FUNDAMENTACION DEL TEMA
El'paludlsmo es transmitido por el mosquito Anopheles.

Su transmisifn se lleva a cabo principalmente., en &reas rura-

les; el tipo mds comin, causado por Plasmodium vivax. se pre-

senta en regiones templadas; P. falciparum se limita en gran
parte en los trOpicos; P. malariae es mucho mds raro y tiene
distribucion focal, y P. ovale y no P. vivax, es el tipo be--
nigno recidivamente de paludismo en Africa Occidental, encon-
trAndose con menos frecuencia en otras partes de Africa y ra-

ramente en otros lugares.

En las partes més frescas de las dreas endémicas, el
paludismo vivax es el primero que aparece cada primavera, y -
las infecciones por P. falcipsrum y P. malariae aparecen més

tarde en verano.

En e] paciente individual no tratado, las infecciones
por falciparum, cuando no son fatales, persisten hasta un afo;
las de vivax hasta cinco afos, y las de malariae mucho més -
tiempo. La distribuci6n y prevalencia de las diferentes cla--
ses de paludismo son modificadas por diversos caracteres gené
ticos humanos. La glucosa 6-fosfato dehidrogenasa, esencial ol
para el metabolismo de los pardsitos, puede ser deficiente en

los eritrocitos de algunas personas, y estos eritrocitos son
de 2 a 80 veces mas resistentes 2 la invasi6n por P. falcipa-
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rum que los eritrocitos normales. Diversas hemoglobinopatias

particularmente la presencia de hemoglobina "S" también lleva
a la muerte prematura de P. falciparum intraeritrocitico. La
distribucibn geogréfica de personas con estos caracteres en -
Africa, el este del Mediterrdneo y en parte de Asia, y en sus
descendientes en otros lugares, es tal que se ha supuesto que
la posesién del carécter confiere una ventaja selectiva con--

tra el paludismo.

Esta ventaja permite a los pacientes sobrevivir y au-
mentar su capacidad de desarrollar inmunidad al paludismo. Al
mismo tiempo sigue siendo infeccioso para el mosquito y asf -

mantienen la transmision. (16, 18, 35).

Para resultar eficéz, 1a posible vacuna debe instar -

al sistema inmunitario 2 que fabrique anticuerpos que ataguen
y neutralicen al parésito, En regiones endémicas los enfermos

' con infeccifn grave o crénica, o bien que estén sometidos a -
reiﬁfeccién delmosquito desarrollan abundantes anticuerpos -
contra el pardsito, pero son pocas las que adquieren inmuni--

dad protectora.

La razén es que el Plasmodium, adn en los breves pe--
ribdos que es susceptible al sistema inmune muestra tendencia
a evadir la respuesta inmunitria. Es de esperar que, en un -

futuro no lejano, puedan utilizarse vacuns preparadas por --
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ingenierfa genética y otras armas moleculares, para que se 10

gre erradicar la malaria. (19).
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado varios intentos para producir anti--
cuerpos espec{ficos contra protefnas antigénicas de los dife-
rentes estadios del Piasmodium. Se han detectado varias pro--
tefnas antigénicas en merozoitos de roedores susceptibles de
utilizarse como eétimulantes de la respuesta inmune contra la
infeccifn de PYY.

Se han reportado respuestas inmunes protectoras con--
tra protefnas de la superficie. (7). As{ como inhibicién par
cial de la invasién al eritrocito por la produccidn de anti--
cuerpos contra glucoprotefnas especificas de la superficie -

del merozoito. (2).

La inmunizaci6n de roedores con algunas protefnas es-
pecificas de merozoitos con peso molecular de 235,000; protef
nas de esquizonte con peso molecular de 30,000; asf como sus
derivados proteolfticos, originan proteccién contra el PYY..
{7, 8). '

Por tanto, es posible separar y purificar a partir de
- un antfgeno soluble, proteinas de merozoftos de PYY con capa-

cidad protectora in vivo. {15, 20, 21).
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IV OBJETIVOS

. Obtener un antfgeno soluble contra Plasmodium yoelli}

yoellit (pyy).

2). Desarrollar un esquema de inmunizacio6n contra Plasmo-
dium yoellif yoellil usando las fracciones antigénicas

ohtenidas por filtraci6n molecular.

3. Determinar el P.M. de las fracciones antigénicas.
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v HIPOTESIS

El fraccionamiento adecuado de un sonicado de merozo-

itos de Plasmodium yoellii yoellii puede brindar la fraccitn

antigénica esperada.

Las hipbétesis se plantean segln la metodologfa esta--
dlsti&a propuesta por Nyman y Pearson, que consisten en supo-
ner un efecto nulo (Ho=Hipotesis nula) y una donde se supone

un efecto (Ha=Hipotesis alterna). {23).

Ho: No existe diferencia entre las fracciones sonica-
das de merozoitos sometidas a filtracién molecular para prody

c¢ir anticuerpos en ratones CBA,

Ha: Existe diferencia entre las fracciones sonica&as
de merozoitos sometidas a filtracién molecular para producir

anticuerpos protectoras en ratones CBA,
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VI. MATERIAL Y MET0D0S
1. MATERIAL

MECHERO BUNSEN -

PIPETAS VOLUMETRICAS GERMANY
TERMOMETROS (-102 1109C) TAYLOR DE MEXICO
EQUIPO DE DISECCION

CUBREOBJETOS. PYREX

CUBREHEMAT IMETROS

CAMARA DE NEWBAUER

PIPETA DE THOMA (PARA ERITROCITOS Y LEUCOCITOS)
JERINGAS DESECHABLES. 1 ml. PLASTIPACK ‘
PORTAOBJETOS. PYREX

TUBOS PARA CENTRIFUGA. PYREX
TUBOS'DE ENSAY0. PYREX

ESPATULAS

VIDRIOS DE RELOJ

TRIPIES

ALGODON

MASKING TAPE

MATRACES ERLENMEYER, 1000 ml. PYREX
MATRACES ERLENMEYER, 500 ml. PYREX
MATRACES ERLENMEYER, 250 ml. PYREX
MATRACES ERLENMEYER, 100 ml. PYREX



MATRACES
MAT@ACES
MATRACES
MATRACES
MATRACES
VASOS DE
VAS0S DE
VASOS OE

VOLUMETRICOS
VOLUMETRICOS
VOLUMETRICOS
VOLUMETRICOS
PRECIPITADOS
PRECIPITADOS
PRECIPITADOS

500 mi.
250 ml.
100 mi.
500 ml.
100 mi.

5 ml.

2. EQUIPC
ESPECTROFOTOMETRO
BALANZA ANALITICA
CENTRIFUGA CLINICA

DE 8 CAMISAS

CENTRIFUGA

MICROSCOPIO
ESPECTROFOTOMETRO

U.V. VISIBLE

. SONICADOR

AGITADOR DE PIPETAS
AGITADOR TUBOS DE ENSAYO
BARC MARIA DE TEMPERATURA
CONTROLADA

BALANZA GRANATARIA

1000 ml.

36

ERLENMEYER, 50 ml. PYREX

PYREX
PYREX
PYREX
PYREX
PYREX
PYREX
PYREX

SPECTRONIC 20 BAUSH & LAMB
METTLERHSO

SOLBAT APARATOS CIENTIFICOS
MOD J-12

BECKMAN J-6-B 6000 R.P.M,
ZEISS WEST GERMANY

3A PERKIN ELMER

MSE AMP: 30 t=16-20 SEG.
SOLBAT 1158

VORTEX-GENIC

PRECISION CIRCULATING SYSTEM
253

OHAUS FLORHAM PARCK N.Y,
07932 U.5.A,
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ESTUFA DE TEMPERATURA MOD. HOP 334
CONTROLADA

REFRIGERADOR MOD. 348821,
POTENCLOMETRO SARGENT WELCH
3. METODOS

t. INDCULACION DEL P.Y.Y, EN RATONES CBA.

Mantenimiento de la cepa P.Y.Y,: se inoculan 30 rato-

nés sucesivamente con 5 X 105, 1.6 X 106 y tx 106 globulaos -
rojos parasitados en grupos de 10 ratones "limpios", diaria--
mente se realizan frotis para cuantificar parssitemis, cuando
se obtenga el 60% de €ésta, se sacrifican los ratones para ob-
tener G.R.P,, ¥y para el mantenimiento de la cepa se pasa por
via intraperitoneal 1 ml, de sangre parasitads diluida 1:10 -
con S,S.1.

Obtencién de G.R, P, (P,Y.Y.): se realiza una puncidn

cardiaca por apertura de caja tor&xica, agregande S.S.C.. pa-

ra evitar que se coagule.

Porciento de parasitemia: Se realizan frotis sanguf--

neos de cada ratdén y se tifen con Giemsa, Se determina el --.

porciento de parasitemia, que se distingue por que el parasi-
to se tifle de azul. ‘
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Tinci6n de Giemsa: Colocar una pequefia gota de sangre,

de una muestra fresca con anticoagulante, en un extremo de un.
portaobjetos limpio, utilizando el borde de un segundo porta-
objetos, extiendase la gota de sangre a lo largo del portaob-
jetos con un movimiento uniforme. Los frotis deben fijarse -

durante 3 minutos en alcohol metflico.

Luego se secan y sumergen en colorante Giemsa diluido
durante 15 minutos a 1 hora, se lavan en agua destilada y se

secan al aire. (2).
2. OBTENCION DE PLASMODIUM YOELLII YOELLII.

A 30 ratones, se les inocula § X 10° G.R.P., checando
la parasitemia diariamente, hasta obtener el 60%, extraer san
gre y resuspender en 5.5.C., se centrifuga a 2500 R,P.M, por
5 minutos, lavar primero con S.S.C., y 2 veces mé&s con S$.S.I.,
el paquete se resuspende con S.S.I. 5 veces del volGmen, adi-
cionar 1/10-partes del voldamen total de saponina (60 mg/ml) -
preparada al momento en PBS pN=7.2, M20.11, agitar cuidadosa-
mente.en hielo por 30 minutos, centrifugar a 2500 R.P.M. por
20 minutos (5000 R.P.M. por 10 minutos, 10,000 R.P.M, por § -
minutos). Desechar el sobrenadante (SN).

El paguete se lava tres veces con S.5.1. a 2500 R.P.M.

por 20-30 minutos. Resuspender en la minima cantidad de S.S.I.
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kﬁaproximadamente 1 ml.). E!l paquete precipitador corrgsponde
a los Plasmodium yoellii yoellii desnudos, realizar frotis y

tefiir con Giemsa.

Preparacién del antfgeno: La saponina es un detergen

te que actGa desestabilizando membrans celulares. En este ca-
so, debido 2 su baja concentracién lisa Gnicamente los eritro
citos, sin dafar el par&sito, lo que permite obtener un con--
glomerado de éste, que se disgrega por la emisién de ondas so

noras de alta intensidad: sonicacién.

3. OBTENCION DEL ANTIGENO DE PLASMODIUM YQELLI! YQE--
LLI1 SONICADO:

El paquete de Plasmodium yoellii yoellii con S.S.I.,

se centrifugs y se desecha el sobrenadante (SN) y se resuspen
de en P.B.S.; se sonics durante 15 minutos a media intensidad.
Cuantificar las proteinas del antfgeno por el método de LOWRY

y ajustar a una concentraicén de 2 mg/ml. con S.S.I.
4, DETERMINACION DE PROTEINAS, METODO DE LOWRY.

El cobre en solucidn alcalina forma un complejo de co
lor 2zul con las protefnas, el cual absorbe a 600 nm., la in-

tensidad del color es proporcional & la concentraci6n de pro-
teinas presentes. (22).
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TECNICA: se realiza una curva patron colocando una se
rie de 10 tubos que contengan solucibn de ovoalbimina en con-
centraciones de 50, 100, 150... 500 ug/ml. (A partir de una
solucién de 500 ug/ml. en S.5.1.) El blanco se hace con 1 ml.
de 5.5.1. En otro tubo se coloca 1 ml, de la muestra proble-
ma. A todos los tubos se les agregan 3 ml. de reactivo de Lo
wry, (preparado al momento) y se dejan durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se adiciona 0.1 ml. del reactivo de Fo-
lin-Clocalteu y se deja a temperatura ambiente durante 30 mi-
nutos, agitando ocasionalmente. Se lee en un espectrofotfme--

tro a 600 nm. -

5. SENSIBILIZACION DE GLOBULOS R0JOS DE RATON (6.R.R.)
CON Ag.

El mecanismo por el cual el cloruro cromico pega el -

antigeno (Ag) al eritrocito es aun desconocido.

TECNICA: Se colocan 100 ul. de paquete de {G6.R.C.) -
globulos rojos de carnero, (previamente lavados con S$.S5.1.),
con 100 ul., de antigeno y 100 ul., de Cloruro crémico al 0.01%
en 5.5.1., preparado al momento. Se agita suavemente durante

15 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifuga 2,500 R.P.M. por 5 minutes, y se elimi-
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na el sobrenadante. Se lava una vez con S.S.I. y dos veces =

con P.B.S., ajusténdose el paquete final a la deseada.

6. ACTIVACION DEL SEPHADEX A TEMPERATURA AMBIENTE.
(T.A.)

Activacion del SG-100: se pesa la cantidad necesaria
para empaquetar la columna, se hidrata 80 hrs, a temperatura
ambiente, se eliminan las burbujas con presién reducida, se

empaca la columna evitando la formacién de burbujas de aire.

Calibraci6én de la columna: Se hace una mezcla de pro-
tefnas D.P.M. conocido: La hemoglobina (Hb) Citocromo C - -

(C.C) y albamina de huevo, y azul de dextran.

Se mide el volOmen de exclusién y después se lee a 280
y 540 nm., la absorcién de las protefnas se grafica; Log pM -

VS Fraccién,

7. FRAGMENTACION DEL ANTIGENO DEL PLASMODIUM YELLII -
YOELLII (Ag DE PLASMODIUM YOELLII YOELLII)

Pasar por la columna de SG6-100 previamente calibrado

con protefnas de P.M. conocido e! Ag de plasmodium yoellii -
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yoellii sonicado anterjormente y recoger fracciones de 1 ml.

cada una.
8. EVALUACION DE LOS Ags FRACCIONADOS

Inmunizar previamente ratones "limpios2 con 0.V ml. -
de cada una de las fracciones antidenicas y retarlos a los 3

dfas ¢con 1ml, de inoculo viable de Plasmodium yoellii yoellii

procedente de un ratén con 40 de parasitemia. Cuantificar pa

rasitemia diariamente contra los controles de G.R.C. y S.S5.1.

9. CUANTIFICACION DE LA Hb. TECNICA DE LA CIANOMETAHE
MOGLOBINA:

La hemoglobina es transformada en cianometahemoglobi-
na mediante la adicién de ferrocianuro de potasio y cianuro -

de sodio.

La densidad del color pfoducido es directamente pro--

porcional a la cantidad de hemoglobina presente.

METODO: 20 rnm3 (0.02 ml.) de sangre se diluyen con --

5.0 ml. de reactivo. Después de 10 minutos, la densidad de la
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solucifn se mide fotométricamente a 540 nm., ut{lizando un -
blanco con cianometahemoglobina. El nivel de la hemoglobina -
se obtiene interpolando en una curva de calibracifn preparada

con la ayuda de los patrones.

4, REACTIVOQS

CLORURD DE SODIO, R.A. TECNICA QUIMICA
SEPHADEX 6-100 FARMACIA FINE CHEMICAL

FOSFATO DE SODIO DIBASICO, R.A. TECNICA QUIMICA
FOSFATO DE SODIO MONOBASICO, R.A. TECNICA QUIMICA
CLORURO DE POTASIO R.A. TECNICA QUIMICA

CARBONATO DE SODIO, R.A. TECNICA QUIMICA

TARTRATO DE SODIO Y POTASIO )
HIDROX1DO DE SODIO PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY
SULFATO DE COBRE J.T. BAKER

CITRATO DE SODIO, PRODUCTOS QUINICOS MONTERREY
BICARBONATO DE SOPI0. J.T. BAKER

CIAKURO DE POTASIO0. J.T. BAKER

FERRICIANURO DE POTASIO J.T. BAKER

OVOALBUMINA SIGMA

ALCOHOL METILICO. BERCK-MEXICO

ETER ETILICO. MERCK-MEXICO

CRISTAL VIOLETA. MERCK-MEXICO

COLORANTE WRIGHT. TECNICA QUIMICA
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‘ COLORANTE GIEMSA

GLICEROL. MERCK-MEXICO

AZUL DE METILO. SIGMA DE MEXICO
PROTEINAS. SIGMA DE MEXICO
SAPONINA

CLORURO CROMICD

HEMOGLOBINA PATRON

5. PREPARACIONES DE SOLUCIONES

SOLUCION SALINA 1SOTONICA: (5,5.1.) Disolver 8.5 g. -

de clorurec de sodio en un litro de agua destilada.

SOLUCION SALINA CITRAYADA: (S.5.C.) Disolver 5 gr. -

de Citrato de Sodio en 100 ml. de solucién salina isotonica.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS: (P.B.S.) {0.15 M

y pH=7.2) pesar 8.0 g. de Cloruro de Sodio, 0.2 g. de Cloruro
de Potasio, 1.15 g. de Fosfato de Sodio dibasico. 0.2 g. de -
Fosfato de Potasio Monobasico, disolver en agua destilada y -
aforar a 1 lt.

REACTIVO DE LOWRY: Reactivo A. Carbonato de Sodio al

2% y Tartrato de Sodio y Potasio al 0.02% en Hidr6xido de So-

dio 0.1 N, reactivo B, sulfato de cobre al 0.5% mezclar 50 ml.
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del Reactivo a con 1ml. del reactivo B. conservar los 3 reac-

tivos en refrigeracién,

SAPONINA: Preparar al momento en una concentracién de
60 mg./ml. en P.B.S.

SOLUCION DE GIEMSA: Al producir en solucién comprada

se diluye un volGmen por 9 a 15 volimenes de agua destilada o

de amortiguador de pH-6.8

6. MATERIAL BIOLOGICO

RATONES CD-1 O CBA JOVENES MAYORES DE 3 MESES SIN IM-
PORTAR SEXO

CEPA DE PLASMODIUM YOELLIT YOELLII
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V11 RESULTADOS

Los resultados patrén! Hemoglobina, alblmina y cito--

cromo tienen las siguientes abosrociones a 280 nm:

Hb 0.87
Alb 0.72
Cit, ¢ 0.44 (Grafica 1).

Las protefnas problema obtenidas del fraccionamiento

del antigeno completo sonicado tienen las siguientes absorcip

nes 280 nm,
Fraccién 21 0.46
‘Fracci6n 25 0.51
Fraccibn 43 0.43
Fraccign 62 0.47 {Gréfica 2)

VSe obtuve el logaritmo del P.M, de las fracciones prg
blema, a partir del P.M, de las protefnas patrén, a estos P.M,
se les determind el logaritmo, y éste se grafico contra el ng
mero de fraccién correspondiente, y por medio de la extrapola
cién se obutvo el log, del P.M. de las proteinss problema, -

que fueron las siguientes:
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Protefna patrén P.M. Log P.M. Fraccidn

Hb 64,500 4.80 30
Alb 40,000 4.60 39
tc 13,370 4.12 53

Fraccion 21 5.08

Fraccifn 25 4.96

Fraccion 43 4.45

Fraccion 62 3.85 (Gréfica 3)

Porciento de parasitemias en ratones {nmunizados con

las diferentes fracciones, Ag sconicado completo y sin Ag.

DIAS 4 6 7 9 10 1 13 16
FRACCIONES
21 21.6 55.5 56.0
25 7.8 43.3 55.0 59.060.0 60.0 - 60.0 63.0
Q3 15.0 47.0 65.0
62 _16.6  69.0
Ag.comp. 5.0 19.4 25,5 41.049.% 62.3 78.5
Sin Ag. 2.0 24,0 42,5 51.060.5 64.0

(Grafica 4 y 5)
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VII!] DISERQ ESTADISTICO Y ANALISIS DE RESULTADOS

Para deducir si las diferencias encontradas en los re

sultados, son debidas al efecto de un tratamiento o a la va--

riabilidad bfolégica de las unidades de experimentacién se -

procede con el modelo:

za y la

Yij =m + Ti + EJ (1)

Yij = J - enésima repeticién del i-ésimo tratamiento.
m =~ media de mayor nivel de significancia
Ti = efecto del i-&simg tratmaiento

Ej (i) = variabilidad biol6gica de la j-&sima observa

cién asignada al i-ésimo tratamiento

El modelo anterijor se resuelve por anélisis de varian

estadfstica de prueba es la F de Fisher.

Regla de decision: si F calculada” que F de tablas -

al 0.05% se rechaza la Ho y la evidencia experimental demues-

tra que las diferencias encontradas en los experimentos son -

debidas

al efecto del tratamiento, de lo contrario si F calcd

F de tablas al 0.05% no se rechaza Ho y las diferencias en--

contradas en los resultados son debidas & la variabilidad big

16gica de las unidades de experimentacién.



55

El an&lisis estadistico se realizé en el paquete esta
distico SPSSPC.

1. ANALISIS DE DATOS

TABLA 1
Datos V1 y v2
V1 = fraccién
- V2 = tiempo en dfas

Valor Frecuenciade datos
Vi-t = fraccidn 2t 1

Vi-2 = fraccién 25 2

V1-3 = fraccitn 43 3 3
Vi-4 = fraccién 62 4 3
V1-5 = Ag completo 5 3
V1-6 = Control sin Ag 6 2
TOTAL: 17

Dfas en que se ley6
el % de parasitemia
4
6
7
1

N a2 W
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Dfas en que se ley6

el % de p

TO0TY

Anflisis

TOTAL

arasitemja
13
16
20
AL :

de varianza

Grados de libertad
5
1
: 16

Frecuencia de datos
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1X. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El antf{geno sonjcado se fracciond en la columna de --
filtracidn molecular. El espectro de absorcién de 1as'fraccig
nes elufdas a partir del tubo No. 23 (que corresponde al vo--
" ‘lumen de exclusidn} se muestra en la grifica 1. Se selecciona
ron las fracciones 21, 25, 43 y 62, Ag completo sonicado para
proseguir el experimento de acuerdo a la metodologia descrita.

El P.M. de las fracciones anteriores de acuerdo a la gréfica

2 es de:
Fraccién 21 120,226.440
Fraccién 25 91,201.084
Fraccién 43 28,183.829
Fraccibn 62 ) 7,079.458

En la gréfica 3, se muestran las parasitemias alcanza
das por los ratones inmunizados con las diferencias fraccio--

nes con antigeno sonicado y sin antigeno.

Se considera el grupo de los ratones sin Ag {blancos)
como patrones de comportamiento. Tuvieron una duraci6n de t1!

dias con un méximo de parasitemia.
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Los ratones inmunizados con 1a fraccién 21 de PM = -
120,226 sobrevivieron solo 7 dfas presentando una parasitemia

maxima del 56%, resistieron menos que el control.

El grupo inmunizado con la fraccién 25 de PM = 91,201,
sobrevivieron 16 dfas, mucho méds tiempo que el grupo patrén -
con una parasitemia méxima del 69%, y permaneciendo 5 dfas -

con una parasitemia del 60%.

La muestra inmunizada con la fraccién 43 de PM = --
28,183, al igual gque los inmunizados con la fracci6n 21, s6lo
sobrevivieron 7 dfas, resistiendo una parasitemia méxima del

65%, pero en menos tiempo que el control.

La fraccién 62 con PM = 7,079, s6lc permitid a los ra
tones inmunizados con esta, una sobrevida de 6 dfas y una pa-

rasitemia méxima de 69%, resistiendo menos que el control.

El grupo inmunizade con Ag completo sonicado pudo re-
sistir una sobrevida de 13 dfas, dos dfas m&s que el control
con una parasitemia méxims del 78.5%, este grupo es el que to

lera 1a més alta parasitemia.

De acuerdo a los anSlisis estadisticos realizados --

(tabla 1) se deduce que las fracciones y al A§ sonicado com--
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pleto, producen el mismo tiempo de sobrevida que los ratones
que no fueron inmunizados "P 2 0.05", lo que implica suponer
que ninguna de las fracciones ni el Ag sonicado tienen activi

dad protectora.

Es posible que las fraccjones obtenidas hayan sufrido
degradacién por la posible actividad de proteasa reportada en
los extractos crudos de protozecarios. Lo anterjor significa
que se inmuniz6 al rat6én contra un fragmento de las proteinas
del antfgeno completo, que no necesariamente eran los deter-
minantes antigénicos que pudieran brindar proteccién contra -
una infeccifn sanguinea de Pyy. Asf también se puede expli--
car que se hayan aislado protefnas con un PM menor de 150,000,
ya que segin la bibljograffa consultada, las protefnas proteg

toras poseen un PM mayor de 235,000.

N
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X CONCLUSIONES

Se observa que los ratones inmunizados con las frac--
ciones obtenidas se comportan de manera semejante gue los tes
tigos y los que fgeron inmunizados con antigeno completo. Los
ratones mueren al presentar parasitemias del 60%, 1o que indji
ca que tanto al Ant{geno completo como las fracciones no tie-
nen efecto antigénico. (Tabla 1 p>> 0.05 An&lisis de varian-

za).

No se obtuvieron protefnas con PM mayor a 235,000; lo
que sugiere que el antfgeno sonicado tiene actividad de pro--

teasa,

Es necesario agregar inhibidor de proteasa al antfge-
no obtenido por sonicacién para evitar su autodegradacion ca-

talftica.

La posible autodegradacidn catalftica del Ag sonicado
puede explicarnos la falta de antigenicidad de las diferentes

fracciones.

Es recomendable que en ensayos posteriores se emplee

inhibidor de proteasa.
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ANEXO 1 - ABREVIATURAS
Ag Antigeno
Ac Anticuerpo
c Complemento (C1,C2,...etc)
PM Peso Molecular
Ho Hip6tesis nula
Ha Hipétesis alterna
§S1 Soluciébn salina isotbnica
SSC Solucibn salina citratada
PBS Solucibébn amortiquadora de
fosfatos

PYY Plasmodium yoellii yoelliti
GRP Globulos rojos de ratbén -

‘ parasitado
SN Sobrenadante
GRC Glébulos rojos de carnero
GRR Glsbulos rojos de ratén
TA Temperatura ambiente
Hb ) Hemoglobina

Cc Citocrome C
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ANEXO

Antfgeno

Anticuerpo

Aglutinacién
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IT - GLOSARIO

Disminucioén del caudal hemoglobi-
nico o del namero de eritrocitos
del organismo.

Sustancia que introducida en el -
organismo provoca la formacién de
anticuerpos, que inducen una res-
puesta inmunitaria localizable -
cuando es introducida en un anf--
mal.

Protefna especi{fica de la sangre
y otros liquides orgénicos (globu
linas) que aparecen tras la inyec
cién de elementos extrafos (anti-
genos) sobre los que actda especi
ficamente: aglutinéndolos (agluti
ninas), destruyéndolos (lisinas),
neﬁtralizéndolos (antitoxinas) o
precipiténdolos (precipitinas.
Reaccibén antfgeno-anticuerpoenla
cual un antigeno sélido o en par-
tfculas forma un cristal con un -
anticuerpo soluble. En la agluti-

nacién invertida, el anticuerpo -
est8 insertado a la partfcula sé-



Bilirrubina

——————e ettt

Biopsias

Bacterislisis

Complemento

Cepa atenuada

Cé&lula
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lida y es aglutinado por‘un antf(-
geno insoluble.

Pigmento biliar amarillo, produc-
to terminal de lahemoglobina, ela
borado por las células de Kupffer
del higado y del que derivan pig-
mentos como la biliverdinay otros
mal definidos.

Examen del organismo vivo en opo-
sici6n a necropsia, y especiaimen
te examen microscépico de una por
cién de tejido obtenida de un --
cuerpo vivo.

Desintegracifn de bacterias indu-
cidas por anticuerpos y complemepn
to en ausencia de células.
Sistema de protefnas séricas que
es el mediador humoral primario -
de las reacciones antfgeno-anti--
cuerpo.

Grupo de organismos cuya ascenden
cia es conocida, debilitada.
Elemento fundamental de los teji-
dos organizados, el m&s simple -

libre, dotado de vida propia, com



Célula linfoide
Célula cebada

Células de Kupffer

Esplenomegalia

Célula epiteloide

Célula gigante

multinuclear

Endémico
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puesto por una masa circunscrita
de protoplasma que contiene un --
nicleo,

Leucocito emigrante.

Célula de los tejidos que ge pare
cen a un bas6filo de la sangre pe
riferica y que contiene grénulos
con serotonina e histamina.
Fagocitos mononucleares fijos del
sistema reticuloendotelial que se
encuentiran presentes dentro de -
los sinusoides del higado.
Aumento del volumen o hipertrofia
del bazo.

Cé&lulas jovenes del tefido conjun
tivo que por mutua comprensién -
aparecen aplanadas; se observan -
en procesos inflamatorios y en el
tubérculo.

Célula grande y con muchoes nfcleos
de 1a médula 6sea. Célula patolo-
gica muy grande en el centro del
foliculo tuberculoso.

Que se refiere a enfermedad gene-

raimente infecciosa, que reina -



Exoeritrocftico

Eritrocito

Fagocitosis

Fagocito mononuclear

Gametocito

. Hemoglobina
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constantehente en épocas fijas en
ciertos pafses por influencias de
una causa local especial.

Fuera del glébulo rojo.
Corpdsculo o glébulo rojo de la -
sangre; hematie,

Proceso de ingestién y digestidn
por parte de algunas células de -
particulas sflidas, bacterianas,
fragmentos de tejidos necrosados,
cuerpos extrafos, etc.

Célula capaz de englobar cuerpos
s6lidos, en particular microorga-
nismos, gue son destruidos en su
interior, en este caso de un solo
nicleo, Los fagocitos pueden ser
méviles {leucocitos) o fijos (sis
tema reticuloendotelial).

Célula madre de la cubl deriva un
gameto, {gameto: célula sexual .-
masculina o femenina).

Materia colorante de 1os hematfes
que contieng el hierro de la san-
gre; sustancia criétalina de co--

lor rojo y composicién compleja -



Hemélisis

Hepatomegalia

Hematéfaga

Histamina

Histiocito
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que consta principalmente de una
proteina, globina combinada con -
hematina.

Desintegracién de los hematfes ¢
disolucién de los corplisculos san
guineos, especialmente de los he-
matfes, con liberacibn de hemoglo
bina por accién de sueros hipoté-
nices, lisinas bacterianas, etc.
Aumento de volumen del higado.
Alimentacidn con la sangre de --
otro animal.

Amina depresora que se encuentra
en el cornézuelo de centeno y en
el organismo animal en el que se
produce por descarboxilacibmn de -
la histidina; se le considera co-
mo ung hormona histica que contri
buye a regularizar el tono de la
musculatura lisa,

Célula grande, fagocitaria del -
sistema reticuloendotelial, que -
se haya en {ntimo contactocenlos

1fquidos sanguineo y linfatico.



Inmunidad

Inmunidad celular

Inmunidad humoral

Inmunclogfa

Insecticida

Leucocitosis

Lisis
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Proteccidén activa (formaci¢n de -
anticuerpos especificos) o pasiva
(por suero con dichos anticuerpos}
contra el contagio y la Infeccién.
Inmunidad en la cudl la participa
ci6n de los linfocitos y macréfa-
gos es predominante. i
Perteneciente a moléculas en soly
¢i6n en un 1fquido del cuerpo, en
particular el anticuerpo y el com
plemento.

Estudio de los conocimientos rela
tivos a la inmunidad. Rama de la
medicina que estudia los fentme--
nos, las técnicas y las enfermeda
des relacjoandas con las reaccio-
nes ant{genc-anticuerpo-compiemen
to.

Componente gque destruye a los in-
sectos.

Aumento transitorio de los leuco-
citos en la sangre circulante --
(mds de 10.000/mm3).
Defervescencia gradual de una en-
fermedad; crisis lenta. Disolu---

cién o destruccién de células o -



Lisosomas

Merozoito.

Microorganismos

Macr6fago

Macrb6fago activado

Monoblasto

Monocito
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bacterias por lisinas.

Organoides celulares cuya funcién
consiste en la lisis enzimstica -
de ios cuerpos orgénicos que ine-<
gresa en el protoplasma.

Espora formada de un esquizonte -
en la reproduccibén esquizbgona de
los protozoos.

Planta o animal hlcroscbpicos.
Fagocito de pequedo tamafio, Leu--
cocitopolinuclear mévil que se ob
serva en las afecciones agudas. -
Célula fagocitaria del sistema re
ticuloendotelial de grandes dimen

stones; histiocitos, células de -

- Kupffer del higado, endoteliales

de los vasos del bazo, médula, -
6sea, etc.

Macréfagos maduros en un estado -
de activaci6én metablica provocada
por varios estimulos, en especial
por la fagocitosis o el efecto de
una linfocina.

Célula que d& origen al monocito.

Leucocito grande mononuclear.
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Osteoclasto Elemento celular gigante multinu-
cleado de la médula 6sea que tie-
ne por misién la destrucci6n y re
solucién del! tejido 6seo.

Protozoario Relativo a los protozoos.

Pardsito obligado El incapaz de vivir separado del

huésped.
Premonitorio Que sirve de aviso precurso.
Polimorfonuclear Que tiene nucleos de muchas for--

mas, especialmente los leucocitos.

Promonocito Monocito no maduro; monoblasto.

Reservorio Cavidad en la que se acumula un -
Ifquido como la vesfcula biliar o
la vejigs urinaria. Organismo que
alberga gérmines patégenos propa-
gadores de Infecciones.

Reaccibn de precipitacién__ Reaccitn entre un antfgeno solu--
ble y un anticuerpo también solu-
ble, en la ¢cudl se forma una ma--
11a compleja de formas‘de conjun-
tos entrelazados.

Vacunacién Inmunizacién con antfgeno adminis
trados para la prevencién de en--
fermedades infecciosas (término -

orginalmente acufiado para denotar
la inmunizacidn sélo contra el vi
rus de la vaccina.)
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