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l. INTRODUCCION 

1. BREVE HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA 

La inmunologla constituye una rama relativamente joven 

de la ciencia de la medicina. Algunos de los avances m!s lm-­

portantes fueron posibles gracias a la Introducción de técni­

cas qulmlcas par~ la elucidaclOn de la naturaleza de los anti 

genes y de los anticuerpos. 

El término Inmune deriva del latln inmunls, esto es, 

"exento de cargos" (impuestos, cargos). Sin embargo, durante 

casi un siglo, el término Inmunidad ha denotado la resisten-­

eta al posible ataque por alg6n agente Infeccioso. La primera 

Inmunización efectiva, aunque todavla emplrica, fue llevada a 

:abo por Edward Jenner; un médico inglés (1749-1823), que ob­

servo que las personas que se curaban después· de alguna infef 

ciOn con la viruela del hombre. 

En 1796 se Introdujo la vacunación con la viruela de 

la vaca como medio para proteger contra la humana. (3,5). 

Louis Pasteur (1822-1895), y sus colaboradores dieron el enf~ 

que clentlfico en sus estudios cuando investigaron la poslbi-

1 idad de proteger contra la infección mediante Inmunizaciones 

con cepas atenuadas de microorganismos. 



2. DEFINICION 

El paludismo es un padecimiento endémico en terrlto-­

rlos tropicales y subtroplcales producido por un par6slto In­

tracelular obligado, que pertenece a la clase Sporozoa, orden 

Haemosporldla, familia Plasmodildae, del género Plasmodtum, -

cuyo huésped Intermediario es el hOmbre y otros vertebrados, 

sus héspedes definitivos son dos mosquitos anofel!nos hembras 

ilendo estos del género AnOpheles: Pseudopunetlpennls, Azte-­

cus albamanus guadrlmaculatus. (4) 

3. CARACTERISTICAS 

El paludismo humano es causado por especies del géne­

ro Plasmod!um, es transmitido por mosquitos hembras que lngl! 

ren las formas sexuales del paraslto en sus comidas de sangre: 

Los esporozo!tos lnfectantes 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 

por donadores palúdicos, material quirúrgico contaminado y 

excepcionalmente por placenta. (1-3). 

El paludismo se caracteriza porque produce debilidad 

y anemias crónicas como la hemol!tlca, la forma mas grave es 
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la producida por f· falclparum (terciaria maligna) esto sed! 

be a las dlsturbanclas y estabilidad f!slca de los erltrocl-­

tos as! como en la elimlnaclOn de los productos metabólicos -

Intermediarios de par!slto. Hab1tualmente los glObulos rojos 

y la hemoglobina disminuyen, habiendo macrocltosls a conse--­

cuencla del mayor número de reticulocltos y por el crecimien­

to de los glóbulos rojos Infectados (f. vlvax l f· ovale). En 

las fases activas, existen signos de hemOllsls (Blllrrublna -

indirecta del suero elevada, metahemalbublnemla, hemosldenu-­

rla, etc.) 

Las alteraciones en el metabolismo del glutatlón red~ 

cldo (GSH) en el eritrocito y la generación del oxidante pe-­

rOxldo de hidrógeno por el par6sito representan factores que 

contribuyen a la anemia severa por Infección del f. vlvax. En 

las formas crónicas, la cifra de leucocitos suele ser baja, -

pero aumentan muchas veces los monocltos. Se presenta leuco­

cltosls después de los escalofr!os. Los Organos muestran gran 

cantidad de pigmento palúdico, hay hepato y esplenomegalla, y 

se encuentran par&sltos y pigmentos en las biopsias del bazo. 

El huésped actúa como Intermediario y reservarlo y realiza 

dos ciclos esqulzogOnlcos: el exoerltroc!tlco y el erltroc!ti 

co. 

El ciclo sexuado se Inicia en el hombre, pero se rea-
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liza en el mosquito anopheles, los cuales siendo huéspedes d! 

flnltlvos, funcionan como transmisores. 5610 la hembra es he­

matófaga y por lo tanto la transmisora. (4, 5, 24). 

3.1 Epldemlologla 

La malaria est& distribuida mundialmente, en zonas 

tropicales, lo que provoca una de las causas principales de -

muerte. Por eso se est& planteando la posibilidad de erradi-­

carla, mediante la suspensión total de la transmisl6n durante 

un ano desapareciendo la Infección en los reservarlos, asl, -

los mosquitos ya no pueden infectarse al picar al hombre. Es­

to puede ser posible con el uso de Insecticidas residuales del 

tipo del DDT. En algunas zonas hiperendémicas los vectores -

mas importantes son Anopheles gamblance, ~ funestus, t: a_!!­

b.Jensis, ~· oswaldol. ~ darllnge, ~· trlamalatus, ~· nuneztg_ 

Y.!,ti: en México los principales son Anopheles P,Seudopunetlpe­

~. ~ albimanus, ~· quadrlma~ulatus, ~·~·La dln&m.!. 

ca de la transmisión depende de aspectos ecolOglcos: altura -

sobre nivel del mar, topografta del terreno, lluvias, salini­

dad y otras caracterlstlcas de los criaderos. También es nec! 

sarlo tratar de evitar la transmisión extradom!cillarla cuan­

do se suspende ésta con el uso de Insecticidas residuales. -

El paludismo se puede transmitir por medio de una transfusión 

sangulnea, por usar jeringas no estériles, as! como también -
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por v!a transplacentaria (en los últimos dlas de embarazo o • 

durante el parto). (25, 26). 

3.2 Cuadro Cl!nlco 

Las principales caracter!stlcas cl!nlcas en un caso · 

ttp!co de Paludismo son los paroxismos de fiebre, que apare-· 

cen con intervalos regulares. Se presentan escalofrlos, f!e-· 

bre y sudacl6n en un periodo de 2 a 4 hrs., después el pacle~ 

te vuelve a su estado normal para presentar otro acceso al 

dla siguiente, al tercer d!a o cuarto dla. El p~roxlsmo tiene 

lugar por la sóblta l!beraci6n de merozoltos en la corriente 

sangulnea. 

f· ~y ~· .Q1!1! producen fiebre terciaria slmi-­

lar o sea el primer y el tercer dla, siguiendo lá per!odici-­

dad. 

!_. malar!ae produce fiebre cuaterna con Intervalos 

apiréxlcos. 

t· falctparum produce fiebre mAs continua, llamada -

subterclaria. 
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Durante el ascenso febril puede haber n6usea, vómito 

y cefalea. El cuadro en general puede durar 2 ó 3 semanas, -

dlflcllmente dura m6s de un mes. Al final de la primera sema­

na aparece Ja esplenomegalla, que aumenta de tamafto notoria-­

mente, al finalizar el tratamiento disminuye el tamano, pero 

no en su totalidad. También puede presentarse hepatomegalla y 

malaria cerebral, las pruebas funcionales se alteran, pero -

vuelven a la normalidad al desaparecer la parasltemla. 

Un problema que siempre se presenta en el paludismo, 

es la anemia hemolltlca, pero dependiendo del plasmodlum es -

la gravedad de ésta. 

La parasltemla en estos casos puede también ser ollg~ 

slntom6tlca o aslntomatlca. Se observa leucocltosls y desvia­

ción a la Izquierda de los neutrófllos; finalmente aparece m~ 

nocltosls. (27, 28). 

3.3 Diagnóstico 

El dlanóstlco se realiza r6pldamente mediante la ob-­

servaclón microscópica de frotls sangulneo o de la gota grue­

sa. 
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También puede diagnosticarse por análisis inmunoqu!ml 

ces. 

Como la inmunoprecipitaciOn, el radio inmunoensayo, -

electroforesis de fluido cerebroespinal y el ensayo inmunoge­

nético. 

Cuando el cuadro febril est! empezando o desaparecie~ 

do, la parasltem~a disminuye notablemente o, es nula, por lo 

que es conveniente determinarla posteriormente 1 O 2 d!as de! 

pués. También se pueden realizar cortes hlstolOgicos del ba­

zo o del h!gado, en las células del sistema reticuloendote--­

lial, se encuentra pigmento mal!rico (para determinar princi­

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

La parasltemia alcanzada depender! notablemente de la 

especie de Plasmodium: 

sangre. 

P. malariae: Parasitemia hasta de 30,000/mm3 de sangre. 

f. vlvax: Parasitemia hasta de 50,000/mm3 de sangre. 

f· falciparum: Parasitemia hasta de 200,000/mm3 de 
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3.4 Tratamiento 

Para destruir formas erltrocltlcas (tratamiento del -

cuadro cllnlco), se emplea: 

Amodlaquina (camoquinal), cloroqulna (aralen, resoqul 

na, nivaquina, mepracrlna) (metoquina, atebrlna), quinina, 

dlamlnofenllsulfa, prlmetamina (daraprlm), primaquina (neo--­

quipenll ). La asoclaciOn de medicamentos ha mostrado potenci! 

ciOn que permite disminuir la dosis, como son: sulfametopira­

cina-plrJmetamlna (daraprim), quinina-tetracilcina, amodiaqul 

na-tetraciclina, sulfadimetoxina-pirimetamina-primaqulna. 

3.5 PrevenciOn 

Las medidas de prevenclOn contra la infecc!On son: 

Protecc!On contra los mosquitos, utilizando telas de alambre 

en puertas y ventanas; emplear Insecticidas residuales como -

el malatiOn, DDT, dieldr!n, propoxur, en paredes y muebles~ -

No emplear la sangre de donadores que hayan padecido paludis­

mo en los Oltimos 4 anos. (33). 
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4. CICLO BIOLOGICO DE LA MALARIA 

Los par4sltos del Paludismo humano tienen dos esta---

dios: 

Uno extrlnseco en el Anófeles y otro intr!nseco en el 

hombre. El primero, en el cu!! se lleva a cabo la reproduc--­

c!On s.exual, se conoce como huésped definitivo y el último en 

el Que tiene lugar la reproducción asexual, como Intermedia-­

ria. 

CICLO VITAL DEL PARASITO PALUDICO 

1. Fase Preeritroclt!ca. (Fase exoerltroclt!ca, Esqui 

zogonla exoeritroclt!ca primaria, Esqu!zogonia preerltroc!tl­

ca). ·Los esporozo!tos Introducidos en el hombre por el mosqul 

to Infectado abandonan pronto el torrente circulatorio que-­

dando la sangre libre de ellos aproximadamente en 1 Hr., pen~ 

trando en las células del h!gado y, por multlpllcacl6n asexual 

o esqulzogon!a producen merozottos (Flg. 1 a-f). (Los esporo­

zoltos se convi~rten en esqu!zontes exoerltroc!t!cos redondos 

u ovales, y su núcleo se divide repetidamente. No hya pigmen­

to. Cuando el esqulzonte madura, se libera en gran número de 

merozoltos exoerltroc!tlcos). 
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La esqulzogonla exoerltrocltlca primaria termina cua~ 

do,los merozoltos exoerltrocltlcos Invaden los glóbulos rojos. 

las primeras dos o tres generaciones de merozoltos exoerltro· 

clticos pueden relnvadlr las células del parénquima hepético. 

En ~· vivax y~· ovale existe una esqulzogonla exoeritrocltl· 

ca secundarla o latente con una o varias generaciones de mer~ 

zoltos exoerltrocltlcos que aparecen después de que los erl-­

trocitos han sido Invadidos. 

Los merozoltos y los esqulzontes se mantienen presen­

tes durante un periodo de hasta 105 dlas. Esta esquizogonia -

extraeritrocltica tardla no se produce en f. falclparum y pr~ 

bablemente tampoco en f. malarlae. 

Las fases exoerltroclticas que surgen directamente de 

los esporozoltos se han denominado "criptoioltos", pero éste 

término sólo se emplea actualmente para los parésitos aviares, 

al igual que el de "metacr!ptozolto" que se aplica a la fase 

exoerltrocltica que surge de los crlptozoltos y se produce a~ 

tes de la Invasión de los eritrocitos • 

. I 1. f.lli erltrocltlca. Los merozoltos de los esqul·­

zontes preerltroclticos Invaden los hematles produciendo tro­

fozoltos (Flg. 1 g-k), lo que conduce a la esquizogonla repl.!_ 

cativa (Flg. 1 1 ), y a la formación de los gametocltos femen.!_ 
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nos (Flg. 1 m-o) y masculinos (Flg. 1 p-s). 

En esta fase los merozoltos exoerltrocltlcos penetran 

en los eritrocitos y retlcu\ocltos, donde se desarrollan a e! 

pensas de la célula huésped. 

El merozolto tiene una superficie selectivamente adhi 

slva para la f ljaclOn al eritrocito y un complejo apical de -

roptrlos, micronemas y anillos polares para la invaslOn. 

Bannister (1977), ha Indicado que para la invaslOn del erltr~ 

cito por el merozolto, los pasos sucesivos serian la adheren­

cia a la superficie erltrocltaria, la fljaclOn del complejo -

apical a Ja membrana del hematle, la formaclOn de una vacuo\a 

parasitOfora y el englobamlento del merozolto por el hematle, 

durante el cu&\ la cubierta externa del merozolto desaparece, 

al menos en algunas especies. 

En el glóbulo rojo, el merozolto se presenta vacuola­

do, en forma de anillo mas o menos ameboide y unlnucleado. 

Ahora se denomina trofozolto, nombre con el que es c~ 

nacido hasta que su núcleo se empl~za a dividir. Se alimenta 

de Hemoglobina, que no se metabollza de forma completa y deja 

residuos de globina de una hematlna de ferroporflrlna. Este -

último es el llamado pigmento palúdico, un compuesto de hema­

tlna (Acido hemoférrlco) y protelna. 
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Los trofozoltos crecen hasta que su núcleo se divide 

por mitosis, sus vacuolas se llenan, sus movimientos ameboi·· 

des cesan y se convierten en un esquizonte maduro, el cual 

lleva a cabo la esquizogonia erltrocltlca, dando lugar a los 

merozoltos eritroclticos. El eritrocito se rompe y los mero­

zoltos caen al torrente sangulneo. Muchos son destruidos por 

los mecanismos Inmunes del huésped, pero otros invaden nuevos 

eritrocitos en los cuales llevan a cabo un nuevo ciclo de es­

quizogonta eritrocltica. Después de dos o tres generaciones -

eritroclticas se inicia el fenOmeno de gametocitogénesis. 

Algunos de los merozoltos 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 especlf ico. 

111. Fases en.!! mosquito. Los gametocitos captados 

de la sangre periférica del hombre llegan al Intestino medio 

del mosquito (Flg. 1 o-s), donde maduran en gametos femeninos 

(Fig. 1 o') y masculinos (Fig. 1 s'). Un gameto masculino peni 

traen uno femenino (Fig. 1 s'' o"). Produciendo un cigoto 

(fig. 1,1), que se convierte en el oocineto mOvil (Fig. 1,2), 

y emigra a la pared externa del estomago, donde forma el 

oocisto (Fig. 1,3). Este crece produciendo un gran nOmero de 
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esporozo!tos (Fig. 1, 3-7). Cuando madura el oocisto estalla, 

liberando los esporozo!tos (Fig. 1,8), que llegan a las glAn­

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 estomago de un mosquito susceptible, maduran ra­

pidamente a gametos. Los microgametocitos maduran por exflag~ 

laciOn, en donde se desarrollan los microgametos o flagelos -

con membranas externas, separandose 10 O 12 minutos después -

de iniciado el proceso. 

Los macrogametocitos se desarrollan en macrogametos. 

Su nOcleo se mueve hacia la superficie formando una proyec--­

ciOn. La fertilizaciOn tiene lugar cuando un microgameto pene 

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

A los 20 minutos inicia la formaciOn de pseudOpodos, 

por los cuales fluye citoplasma formando un cuerpo fusiforme 

llamado oocineto, o estadio mOvil del huevo. A medida que el 

oocineto crece, los nOcleos macho y hembra se funden penetra~ 

do el cuerpo de una célula epitelial del estomago y atravesa~ 

dola hasta el lado opuesto. En esta localizaicOn el oociento 

secreta una fina pared, crece en forma esférica y recibe el -

nombre de oocisto, el cual alcanza un tamaño de so,..o mas ex-­

tendiendose hacia la cavidad celOmlca del Insecto. SegOn la 
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temperatura, el ooclsto madura entre los 4 y los 15 dlas si-­

gulentes a la lngestiOn de los gametocltos por el mosquito; -

el nQcleo se multiplica y el citoplasma se transforma en mi-­

les de cuerpos Independientes que reciben el nombre de espor~ 

zoltos. El ooclsto se rompe y los esporozoltos llegan al hem~ 

cele del mosquito, dispersandose por esta vla en el cuerpo 

del insecto. Los que entran en contacto con las glandulas S! 

!!vales penetran en ellas a través de las células y permane-­

cen en los conductos aclnares. As!, cuando los mosquitos se -

alimentan, inyectan saliva que lleva los esporozoltos, los 

cuales entran de ésta manera en el huésped humano. Solamente 

los mosquitos hembras Anopheles se alimentan de sangre. 

Los esporozoltos tienen una estructura compleja limi­

tada por una membrana relativamente gruesa. Su forma varia y 

puede ser estrecha, ligeramente curva (vlvax). gruesa (mala-­

rlae) o en media luna (falclparum), y mide de 10 14}'. de 

longitud. Poseen fibras periféricas que pueden tener función 

locomotora. Hay mltocondrias pero no pigmento. (33, 37). 
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5. ESPECIES EN HUMANOS Y ROEDORES 

Las especies de Plasmodium en humano son: 

a. Plasmod!um falclparum. 

b. Plasmodlum ~ 

En menor proporción están: 

a. Plasmodlum ~· 

b. Plasmodlum malariae. 

Excepcionalmente se han reportado casos de malaria 

producida por: 

a. Plasmodium cynomolgie, agente et1ol0g!co en antro­

poide ( 1, 1 t, 12). 

Especies que producen paludismo en roedores: 

a. f · berghel. 

b. f · l.Q!.lli1 
c. p. knowles!. 

d. P. chabaud!. 

e. f· berghei yoel 1 ! l. 

f. p. yoel l i I yoel l i l. 

( 1. , , ' 12). 



18 

6. INMUNOLOGIA DE LA MALARIA 

Caracterlstlcas Inmunológicas principales: 

Producción de lgG contra merozoltos, después de V! 

rias Infecciones. 

lnmunoglobulinas altas en suero en zonas endémicas 

por paludismo. 

lnmuno~upresión a otros antlgenos durante el curso 

de la enfermedad. 

Variación antlgénlca en los parasltos. 

Producción de varios anticuerpos humorales, y au-­

mento de la actividad del sistema retlculoendote--

1 i a l. 

Estado complejo de inmunidad parcial inducida des­

pués de muchos a~os y múltiples exposiciones en las 

que Intervienen caracterlstlcas humorales y celul! 

res, especificas e lnespeclficas, hereditarias y -

adquiridas, as! como el efecto de una Infección as_ 

tual de bajo nivel en el desafio de· una Infección: 

p remo ni torio. ( 3, 5). 

Las recaldas y recrudecimientos se pueden asociar con 

bajas en los niveles de los titulas de anticuerpos, o con la 

capacidad aumentada del parasito para enfrentarse con los 
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anticuerpos, pero también puede depender de diferencias gené­

ticas de las poblaciones de los esquizontes. 

Existe una disposición de respuesta humoral en el 

huésped producida por los merozoltos de los eritrocitos, de-­

mostrado por las reacciones de fijación del complemento, de -

prec!p!taic6n, de aglutinación y del anticuerpo fluorescente 

(5). Los slntomas en las recaidas, generalmente son menos mar 

cadas Que en el primer ataque, pero la parasltem!a es más el! 

vada. Después del primer ataque y entre las recaidas, el pa-­

ciente se hace tolerante a los efectos del parasito y, de he­

cho, puede tener paras!tem!as tan elevadas como las que se 

presentan durante el primer ataque, aunque permaneciendo as!~ 

tomátlco. 

Tales portadores asintomáticos son muy Importantes en 

la epidem!olog!a de la enfermedad. La Inmunidad protectora -

es principalmente una premonición, esto es, resistencia a la 

super-Infección, en tanto solo haya una pequeña población de 

parásitos; si la persona se cura completamente, la susceptibl 

lidad regresa. 

Se presentan recóldas sintomáticas o verdaderas que -

var!an de Z a 30 años para presentarse: tanto la resistencia 

adquirida como la Innata, la especifica o la lnespec!fica al 
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paludismo, son Influidas por un nOmero de caracterlsticas ge­

néticas que reflejan una fuerte preslOn selectiva en las zo-­

nas Que poseen combinaciones especificas mosqulto-hombre-pla1 

modlum. 

La resistencia se desarrolla años después del comien­

zo de la enfermedad grave en todos los niños de ma~ de 3 me-­

ses de edad. As!, en las zonas de alta endemia, los lactantes 

poseen protección pasiva Inicial transplacentaria por los an­

ticuerpos (lgG) maternos, y los niños pequeños están e~ gran 

riesgo después del destete. SI los niños sobreviven al primer 

ataque, entonces su inmunidad estará continuamente estimulada 

por las picaduras de mosquitos infectados mientras vivan en -

la zona de paludismo. 

Se considera que Ja respuesta inmunitaria que propor­

ciona la protección es la producción de anticuerpos lndepen-­

dientes del complemento que inhiben la entrada de merozo!tos 

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

Mediante diversas adaptaciones protectoras (por ejem­

plo variabilidad antlgénlca), los parásitos sobreviven, y por 

un grada limitado de destrucé!6n eritroc!tica, provocan solo 

una respuesta benigna del huésped. 
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Por lo tanto, ocurren respuestas del huésped de pro-­

teccl6n innata y adquirida (especifica e inespectfica) y con­

tra adaptaciones del parásito a estas caracterlsticas del 

huésped. Además la biolo9!a del vector y la f luctuaci6n de su 

población, y la respuesta del parásito 

las condiciones ecológicas. 

las variaciones de -

Todo se combina para determinar el equilibrio huésped­

paráslto-amblente, del cual se forman los numerosos patrones 

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

7. ANTECEDENTES 

7.1 Respuesta Inmune Celular 

En 1882, en Messina, el zoologo ruso Elie Metchnikoff, 

(1845-1916) estudió el papel de las células móviles de la 

larva transparente de una estrella de mar en la protección 

contra algún intruso extraño. El introdujo una espina de ro­

sa en el interior de estas larvas y observo que algunas horas 

después la espina estaba rodeada por células móviles, demos-­

trO que los leucocitos se hablan engullido a los microorganl! 

mas. 
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Este experimento puede considerarse el punto de partl 

da de la inmunolog!a celular, Metchnlkoff observo que la fag~ 

cltosis se incrementaba en forma notoria en los animales que 

estaban recuper6ndose de alguna infección o después de la va­

cunación con una preparación de estos microorganismos, tam--­

bién demostró IA existencia de dos tipos de leucocitos circu­

lantes capaces de fagocitar: Los polimorfonucleares y los ma­

crOfagos. En su opinión, la inflamación daba por resultado un 

proceso de digestión enzim~t!ca debido a la ingestión del 

agente nocivo por los fagocitos móviles. (3, 5). 

7.2 Respuesta Inmune Humoral 

Fodor en 1886, fue al parecer, el primero que observo 

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 Kltasato (1890) demostraron la actividad a~ 

titOxica neutraliza~te de sueros de animales inmunizados con 

toxina diftérica o tet6nica, lo cual se considero como la prl 

mera preuba de inmunidad humoral. (13, 14). 

El fen6menolde Pfeiffer descrito por Pfe!ffer e Isaeff 
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( 1894) demuestra un importante mecanismo humoral de defensa: 

los vlbriones del cólera inyectado en el peritoneo de cobayos 

previamente inmunizados pierden su movilidad, se aglutinan, 

ya no se tinen y son fagocitados por los leucocitos y !izados 

en ausencia de células. 

Jules 8ordet (1870-1961). En 1898 descubrió que ta~ 

to la bacteriollsis como la lisis de los eritrocitos reque--­

r!an de dos factores: uno que denominó el senslbillzador era 

termost!bil y especifico; el otro que llamo alexina era termQ 

16bil e inespeclfico, este último pensaba que pose!a la acti­

vidad enzlm!tica y que constaba de diversos componentes; fue 

denominada por Metchnlkoff como citasa y complemento por 

Ehrllch. 

Posteriormente" se estableció que los factores humora­

les se originaban en las células linfoides. Durante este pe-­

riodo el término ant!geno fue introducido para designar cual­

quier substancia (entonces principalmente microorganismos o · 

células), capaz de introducir alguna reacción contra si misma 

y el término ilógico de anticuerpo (siendo ambos "anti") para 

designar el factor presente en el suero que pose!a esta acti­

vidad. (3, 5). 
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7.3 Complemento 

El sistema del complemento (C), es el mediador humo-­

ral primario de las reacciones antlgeno-anticuerpo, consiste 

de cuando menos 20 protelnas plasm6tlcas, qulmica e inmunol6-

glcamente distintas, capaces de actuar de manera reciproca 

una con otra, con el anticuerpo y con las membranas celulares. 

Cuando se activa el sistema las reacciones generan una activl 

dad biológica: desde la lisis de diferentes clases de células, 

bacterias y virus, hasta la mediación directa de los procesos 

Inflamatorios, también puede aislar otros sistemas efectores 

humorale sy celulares y conseguir la participación de ellos -

induciendo la liberación de histamlna de las células cebadas, 

la migración dirigida de los leucocitos, la fagocitosis y la 

liberación de los constituyentes lisosómlcos de los fagocitos. 

(5). 

En el sistema del complemento las protelnas lndividu! 

les se encuentran normalmente en la circulación como molécu-­

las precursoras inactivas, que comprenden el 15% (p/p) de la 

fracción globullnlca del plasma (C1, C2, C3, etc., properdlna, 

factor B, factor o, etc.). 

Cada componente es activado sucesivamente en condlclQ 

nes apropiadas para que progrese una reacción del complemento. 
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Por lo tanto, la activación permite a las prote!nas volverse 

miembros de un sistema funcional integrado, en el cual actúan 

rec!procamente. Durante el proceso de activación se forman -

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

Existen 2 mecanismos paralelos, o v!as, pero totalme~ 

te independientes que conducen a la activación de la porción 

terminal, biológicamente Importante, de la serie de reaccio-­

nes del complemento: las vlas cl6sica y alternativa o de la -

properdlna, las cuales son substa"cias diferentes; las dos 

vías de activación convergen en el punto medio del sistema del 

complemento y el resto de la serle de reacciones (de es a C9), 

es común para ambas v!as. (15). 

La porción terminal también puede ser activada por e~ 

zimas sérlcas y celulares no perteneclente5 al sistema. 

(Enzimas parecidas a la trlpslna que activa C3 o es -
son: enzimas flbrlnol!tlca plasmina y ciertas enzimas lisos6-

m!cas.) (5). 
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7.4 Fagocitosis 

La fagocitosis se caracteriza por la ingestión y, en 

última Instancia, Ja digestión de part!culas más importantes, 

de diámetro superior a 10 nm. Esas part!culas pueden ser 

inertes (agregación de cristales de sllice) o vivas (células, 

virus, bacterias, parásitos, etc.). 

Estas células estan representadas por los polimorfo-­

nucleares y las células mononucleares; Jos monocltos y Jos m1 

crófagos. 

Desde 1882, ano en que Elle Metchnikoff descubrió la 

importancia de esas células en Ja resistencia del organismo.­

contra las enfermedades Infecciosas, se ha demostrado que las 

funcloens de las células fagocltlcs, principalmente de los m1 

crófagos, no se limitan a la destrucción de agentes infeccio­

sos, sino que también Intervienen en diversas reacciones lnm~ 

nitarlas. Los fagocitos pollmorfonucleares son células circu­

lantes que emigran a los sitios de inflamación; y los fagoci­

tos mononucleares circulan en Ja sangre o se encuentran fijos 

en los tejidos y también se acumulan en los sitios de inflam1 

clón. 

Ambos tipos de células son capaces de reconocer e In-
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gerlr partlculas, mediante sus receptores en la superficie c~ 

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 m! 

crOfagos son necesarios para la activación de los linfocitos 

B y T "In vitro•. (5). 

Células 

Estado 

CELULAS DEL SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR EN LOS 

TEJIDOS NORMALES E INFLAMADOS 

precursoras (comprometidas) 

Monoblastos 

Promonocltos 

Monocltos 

MacrOfagos 

Normal: 

Hlstlocltos 

Macrófagos alveolares 

Células de Kupffer 

Macr6fagos pleurales y 

peritoneales 

Osteoclastos 

Celulas mlcrogllales 

Médula Osea 

Tejidos 

Tejido Conjuntivo 

Pulmón 

Hlgado 

Cavidades ser.2_ 

sas 

Huesos 

Sistema nervl.2_ 

so 
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Células sinoviales Tipo A 

Macrófagos libres y tisulares 

fijos 

lnflamacl6n: 

Macr6fago exudados 

Macr6fago activados 

Macr6fago excitados 

Células epltellodes 

Células gigantes multinucleares 

(Tipos de Langrhans y tipo de 

cuerpo extrano). 

Articulaciones 

Bazo, Ganglios 

llnf&tlcos, M! 

dula Osea y 

otros tejidos. 

Cualquier tejido. 

Durante la fagocitosis, las partlculas se fijan a re­

ceptores lnespeclficos de membrana, después son rodeadas por 

la membrana celular, formando ves!culas fagoc!tlcas. La fago­

citosis en general puede dividirse en 5 etapas distintas y te~ 

peramentalmente secuenciales: 

1. Movilidad, 2. Reconocimiento, 3. lngestl6n, 4. De­

granulaci6n, 5. Destrucción lntracelular.(S). 
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11. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

El paludismo es transmitido por el mosquito Anopheles. 

Su transmisión se lleva a cabo principalmente. en areas rura­

les; el tipo mAs común, causado por Plasmodium l:'.l.fil. se pre­

senta en reglones templadas;!· falclparum se limita en gran 

parte en los trOpicos; .f. malariae es mucho mas raro y tiene 

distribución focal, y!· ~ y no~ ~· es el tipo be-­

nlgno recidlvamente de paludismo en Africa Occidental, encon­

tr6ndose con menos frecuencia en otras partes de Africa y ra­

ramente en otros lugares. 

En la~ partes mas frescas de las areas endémicas, el 

paludismo vivax es el primero que aparece cada primavera, y -

las Infecciones por!..· falclparum y E_, malar!ae aparecen mas 

tarde en verano. 

En el paciente individual no tratado, las infecciones 

por falclparum, cuando no son fatales, persisten hasta un ano; 

las de v!vax hasta cinco anos, y las de malarlae mucho mAs 

tiempo. La distribución y prevalencia de las diferentes cla-­

ses rle paludismo son modificadas por diversos caracteres gen! 

tlcos humanos. La glucosa 6-fosfato dehidrogenasa, esencial -

para el metabolismo de los par&sltos, puede ser deficiente en 

los eritrocitos de algunas personas, y estos eritrocitos son 

de 2 a 80 veces mas resistentes a la lnvasiOn por g,. falcipa-
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~que los eritrocitos normales. Diversas hemoglobinopat!as 

particularmente la presencia de hemoglobina •s• también lleva. 

a la muerte prematura de P. falclparum intraeritroc!tlco. La 

distrlbuciOn geogr6flca de personas con estos caracteres en -

Afrlca, el este del Mediterr!neo y en parte de Asia, y en sus 

descendientes en otros lugares, es tal que se ha supuesto que 

la poseslOn del caracter 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 as! -

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

Para resultar eficaz, la posible vacuna debe Instar -

al sistema Inmunitario a que fabrique anticuerpos que ataquen 

y neutralicen al paraslto. En reglones endémicas los enfermos 

con lnfecclOn grave o crOnlca, o bien que estén sometidos a -

relnfecclOn delmosquito desarrollan abundantes anticuerpos 

contra el par!slto, pero son pocas las que adquieren lnmunl-­

dad protectora. 

La razOn es que el Plasmodlum, aún en los breves pe-­

rlOdos que es susceptible al sistema Inmune muestra tendencia 

a evadir la respuesta lnmunitrla. Es de esperar que, en un 

futuro no lejano, puedan utilizarse vacuns preparadas por 



31 

ingenierla genética y otras armas moleculares, para que se l~ 

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

Se han realizado varios intentos para producir anti-­

cuerpos especificas contra prote!nas antigénicas de los dife­

rentes estadios del Plasmodium. Se han detectado varias pro-­

te!nas antigénicas en merozoitos de roedores susceptibles de 

utilizarse como estimulantes de la respuesta inmune contra la 

infecciOn de PYY. 

Se han reportado respuestas inmunes protectoras con-­

tra prote!nas de la superficie. (7). As! como lnhibiciOn par 

cial de la invasiOn al eritrocito por la producciOn de anti-­

cuerpos contra glucoprotelnas especificas de la superficie 

del merozoito. (2). 

La inmunizaciOn de roedores con algunas prote!nas es­

pecificas de merozoitos con peso molecular de 235,000; protel 

nas de esquizonte con peso molecular de 30.000; asl como sus 

derivados proteol!ticos, originan protección contra el PYY. _ 

(7' 8). 

Por tanto, es posible separar y purificar a partir de 

un ant!geno soluble, prote!nas de_merozo!tos de PYY con capa­

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

1). Obtener un anilgeno soluble contra Plasmodlum yoellil 

~(pyy). 

2). Desarrollar un esquema de Inmunización contra~ 

dlum yoellil yoellll usando las fracciones antlgénlcas 

obtenidas por flltraclOn molecular. 

3). Determinar el P.M. de las fracciones antlgénlcas. 
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HlPOTESlS 

El fraccionamiento adecuado de un sonlcado de merozo­

ltos de Plasmodlum yoellli yoellil puede brindar la fracclOn 

antlgénica esperada. 

Las hipOtesis se plantean segOn la metodolog!a esta-­

dlstlca propuesta por Nyman y Pearson, que consisten en supo-

ner un efecto nulo (Ho=Hipotesls nula) una donde se supone 

un efecto (Ha=Hlpotesis alterna). (23). 

Ho: No existe diferencia entre las fracciones sonlca­

das de merozoltos sometidas a filtración molecular para prod~ 

clr anticuerpos en ratones CBA. 

Ha: Existe diferencia entre las fracciones sonlcadas 

de merozoitos sometidas a flltraclOn molecular para producir 

anticuerpos protectoras en ratones CBA. 
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VI. MATERIAL Y METODOS 

1. MATERIAL 

MECHERO BUNSEN 

PIPETAS VOLUMETRICAS GERMANY 

TERMOMETROS (·102 11DRC) TAYLOR DE MEXICO 

EQUIPO DE DISECCION 

CUBREOBJETOS. PYREX 

CUBREHEMATIMETROS 

CAMARA DE NEWBAUER 

PIPETA DE THOMA (PARA ERITROCITOS Y LEUCOCITOS) 

JERINGAS DESECHABLES. 1 mi. PLASTIPACK 

PORTAOBJETOS. PYREX 

TUBOS PARA CENTRIFUGA. PYREX 

TUBOS·DE ENSAYO. PYREX 

ESPATULAS 

VIDRIOS DE RELOJ 

TRI PIES 

ALGODON 

MASKING TAPE 

MATRACES ERLENMEYER, 1000 mi. PYREX 

MATRACES ERLENMEYER, 500 mi. PYREX 

MATRACES ERLENMEYER, 250 mi. PYREX 

MATRACES ERLENMEYER, 100 mi. PYREX 
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MATRACES ERLENMEVER, SO mi. PVREX 

MATRACES VOLUMETRICOS 1000 mi. PYREX 

MATRACES VOLUMETR!COS 

MATRACES VOLUMETRICOS 

MATRACES VOLUMETRICOS 

VASOS DE PRECIPITADOS 

VASOS OE PRECIPITADOS 

VASOS DE PRECIPITADOS 

2. EQUIPO 

ESPECTROfOTOMETRO 

BALANZA ANALITICA. 

CENTRIFUGA CLIN!CA 

DE 8 CAMISAS 

CENTRIFUGA 

MICROSCOPIO 

ESPECTROFOTOMETRO 

U.V. VISIBLE 

SONICADOR 

500 mi. 

250 mi. 

100 mi. 

500 mi. 

100 mi. 

5 mi. 

AGITADOR DE PIPETAS 

AGITADOR TUBOS DE ENSAYO 

BARO MARIA DE TEMPERATURA 

CONTROLADA 

BALANZA GRANATAR!A 

PYREX 

PYREX 

PYREX 

PYREX 

PYREX 

PYREX 

SPECTRONIC 20 BAUSH & LAMB 

METTLERHSO 

SOLBAT APARATOS C!ENTIFICOS 

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 115 

VORTEX-GEN!C 

PREC!SION C!RCULATING SYSTEM 

253 

OHAUS FLORHAM PARCK N.Y. 
07932 U.S.A. 



ESTUFA DE TEMPERATURA 

CONTROLADA 

REFRIGERllDOR 

POTENCLOMETRO 

3. METODOS 
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MOD. HDP 334 

MOD. 348821. 

SllRGENT WELCH 

l. INOCULACION DEL~· EN RATONES CBA. 

Mantenimiento de la cepa P.Y.Y.: se Inoculan 30 rato­

nes sucesivamente con 5 X 10 5, 1.5 X 106 y 1 X 106 glóbulos -

rojos parasitados en grupos de 10 ratones "limpios•, diaria-­

mente se realizan frotls para cuantificar parasttemla, 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 

v!a lntraperitoneal 1 ml. de sangre paras!tada di luida 1: 10 -

con S.S.!. 

ObtenclOn de G.R.P. (P.Y.V.): se realiza una punción 

cardiaca por apertura de caja tor&xica, agregando s.s.c., pa­

ra evitar que se coagule. 

Porc!ento de parasitemia: Se realizan frotis sangut-­

neos de cada ratOn y se t!nen con Glemsa. Se determina el 

porclento de parasltemla, que se distingue por que el parasi­
to se t!ne de azul. 
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Tlncl6n de Glemsa: Colocar una pequena gota de sangre, 

de una muestra fresca con antlcoagulante, en un extremo de un 

portaobjetos limpio, utilizando el borde de un segundo porta­

objetos, extlendase la gota de sangre a lo largo del portaob­

jetos con un movimiento uniforme. Los frotls deben fijarse -

durante 3 minutos en alcohol metlllco. 

Luego se secan y sumergen en colorante Giemsa diluido 

durante 15 minutos a 

secan al aire. (2). 

hora, se lavan en agua destilada y se 

2. OBTENCION DE PLASMODIUM YOELLll YOELLll. 

A 30 ratones, se les Inocula 5 X 105 G.R.P., checando 

la parasitemla diariamente, hasta obtener el 601, extraer sa! 

grey resuspender en S.S.C., se centrifuga a 2500 R.P.M. por 

5 minutos, lavar primero con s.s.c., y 2 veces mas con s.s.1., 
el paquete se resuspende con s.s.1. 5 veces del vol6men, adi­

cionar 1/10 partes del vol6men total de saponlna (60 mg/ml) -

preparada al momento en PBS pH•7.2, M•0.11, 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 5 -

minutos). Desechar el sobrenadante (SN). 

El paquete se lava tres veces con S.S.!. a 2500 R.P.M. 

por 20-30 minutos. Resuspender en la mlnima cantidad de S.S.!. 
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(aproximadamente 1 mi.). El paquete precipitador corresponde 

a los Plasmodium yoellii yoellil desnudos, realizar frotls y 

tenir con Glemsa. 

PreparaciOn del antlgeno: La saponina es un deterge~ 

te que actOa desestabilizando membrans celulares. En este ca­

so, debido a su baja concentraciOn lisa Onicamente los eritr2 

citos, sin danar el parasito, lo que permite obtener un con-­

glomerado de éste, que se disgrega por la emisi6n de ondas s2 

noras de alta intensidad: sonicaci6n. 

3. OBTENCION DEL ANT!GENO DE PLASMOD!UM YOELLI! YOE·· 

LLll SON!CADO: 

El paquete de Plasmodium yoellli yoellll con S.S.I., 

se centrifuga y se desecha el sobrenadante (SN) y se resuspe! 

de en P.B.S.; se sonlca durante 15 minutos a media Intensidad. 

Cuantificar las protelnas del antlgeno por el método de LOWRY 

y ajustar a una concentraic6n de 2 mg/ml. con S.S.!. 

4. DETERMINAC!ON DE PROTE!NAS, METODO DE LDWRY. 

El cobre en soluci6n alcalina forma un complejo de C! 

lor azul con las protelnas, el cual absorbe a 600 nm., la in­

tensidad del color es proporcional a la concentraciOn de pro­
telnas presentes. (22). 
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TECNICA: se realiza una curva patrón colocando una S! 

rle de 10 tubos que contengan solución de ovoalbúmlna en con­

centraciones de 50, 100, 150 ••. 500 ug/ml. (A partir de una 

solución de 500 ug/ml. ~n S.S. l.) El blanco se hace con 1 mi. 

de s.s.1. En otro tubo se coloca 1 mi. de la muestra proble­

ma. A todos los tubos se les agregan 3 mi. de reactivo de L~ 

wry, (preparado al momento) y se dejan durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Se adiciona 0.1 mi. del reactivo de Fo­

lln-Clocalteu y se deja a temperatura ambiente durante 30 mi­

nutos, agitando ocasionalmente. Se lee en un espectrofot6me-~ 

tro a 600 nm. 

5. SENSIBILIZACION DE GLOBULOS ROJOS DE RATON (G.R.R.) 

CON Ag. 

El mecanismo por el cual el cloruro crómico pega el -

ant!geno (Ag) al eritrocito es aun desconocido. 

TECNICA: Se colocan 100 ul. de paquete de (G.R.C.) 

globulos rojos de carnero, (previamente lavados con s.s.1.), 
con 100 ul. de ant!geno y 100 ul. de Cloruro crómico al 0.01~ 

en S.S.!., preparado al momento. Se agita suavemente durante 

15 minutos a temperatura ambiente. 

Se centrifuga 2,500 R.P.M. por 5 minutos, y se eliml-
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na el sobrenadante. Se lava una vez con S.S.!. y dos veces 

con p,e.s., ajustandose el paquete final a la deseada. 

6. ACTIVACION DEL SEPHADEX A TEMPERATURA AMBIENTE. 

(T.A.) 

Activación del SG-100: se pesa la cantidad necesaria 

para empaquetar la columna, se hidrata 80 hrs. a temperatura 

ambiente, se eliminan las burbujas con presión reducida, se 

empaca la columna evitando la formación de burbujas de aire. 

Calibración de la columna: Se hace una ~ezcla de pro­

tefnas D.P.M. conocido: La hemoglobina (Hb) Citocromo e 
(C.C) y albúmina de huevo, y azul de dextran. 

Se mide el volómen de exclusión y después se lee a 280 

y 540 nm ., la absorción de las protefnas se grafica; Log pM • 

~Fracción. 

7. FRAGMENTACION DEL ANTIGENO DEL PLASMODIUM YELLll · 

YOELLll (Ag DE PLASMODIUM YOELLIJ YOELLll) 

Pasar por la columna de SG-100 previamente calibrado 

con protefnas de P.M. conocido el Ag de plasmodium ·~ -
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~oellii sonicado anteriormente y recoger fracciones de 1 mi. 

cada una. 

B. EVALUACION DE LOS Ags FRACCIONADOS 

Inmunizar previamente ratones "limpios2 con 0.1 mi. -

de cada una de las fracciones anti~enicas y retarlos a los 3 

dlas con 1ml. de inoculo viable de Plasmodium yoellii yoellii 

procedente de un ratón con 40- de parasitemia. Cuantificar P! 

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

9. CUANTIFICACION DE LA Hb. TECNICA DE LA CIANOMETAHI 

MOGLOBINA: 

La hemoglobina es transformada en cianometahemoglobi­

na mediante la adición de ferrocianuro de potasio y cianuro -

de sodio. 

La densidad del color ptoducldo es directamente pro-­

porcional a la cantidad de hemoglobina presente. 

METODO: 20 mm 3 (0.02 mi.) de sangre se diluyen con 

5.0 mi. de reactivo. Después de 10 minutos, la densidad de la 
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solucl6n se mide fotométricamente a 540 nm., utilizando un -

blanco con cianometahemoglob!na. El nivel de la hemoglobina -

se obtiene interpolando en una curva de calibración preparada 

con la ayuda de los patrones. 

4~ REACTIVOS 

CLORURO DE SODIO, R.A. TECN!CA QUIMICA 

SEPHAOEX G-100 FARMACIA FINE CHEM!CAL 

FOSFATO DE SODIO DIBASICO, R.A. TECNICA QUIMICA 

FOSFATO DE SODIO MONOBASICO, R.A. TECN!CA QUIM!CA 

CLORURO DE POTASIO R.A. TECNICA QUlM!CA 

CARBONATO DE SODIO, R.A. TECNICA QUIMJCA 

TARTRATO DE SODIO Y POTASIO 

HIDROXIOO DE SODIO PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 

SULFATO DE COBRE J.T. BAKER 

CITRATO DE SODIO, PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 

BICARBONATO DE SODIO. J.T. BAKER 

CIANURO DE POTASIO. J.T. BAKER 

FERRICJANURO DE POTASIO J.T. BAKER 

OVOALBUMINA SIGMA 

ALCOHOL METILICO. BERCK-MEXICO 

ETER ETILICO. MERCK-MEXICO 

CRISTAL VIOLETA. MERCK-MEXICO 

COLORANTE WRIGHT. TECNICA QUIMICA 



COLORANTE GIEMSA 

GLICEROL. MERCK-MEXICO 
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AZUL DE METILO. SIGMA DE MEXICO 

PROTEINAS. SIGMA DE MEXICO 

SAPONINA 

CLORURO CROMICO 

HEMOGLOBINA PATRON 

5. PREPARACIONES OE SOLUCIONES 

SOLUCION SALINA ISOTONICA: (S:S.I.) Disolver 8.5 g. -

de cloruro de sodio en un litro de agua destilada. 

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

de Citrato de Sodio en 100 mi. de solución salina isoton!ca. 

SOLUCION AMORTIGUADORA OE 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 

2i y Tartrato de Sodio y Potasio al o.02i en Hidróxido de So­

dio 0.1 N, reactivo B, sulfato de cobre al o.si mezclar 50 mi. 
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del Reactivo a con lml. del reactivo B. conservar los 3 reac­

tivos en refrigeración. 

SAPONINA: Preparar al momento en una concentraci6n de 

60 mg./ml. en P.B.S. 

SOLUCION DE GIEMSA: Al producir en solución comprada 

se diluye un volOmen por 9 a 15 volúmenes de agua destilada o 

de amortiguador de pH-6.B 

6. MATERIAL BIOLOGICO 

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

PORTAR SEXO 

CEPA DE PLASMODIUM YOELLll YOELLll 
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VI 1 RESULTADOS 

Los resultados patrón! Hemoglobina, albúmina y cito-~ 

cromo tienen las siguientes abosrociones a 280 nm: 

Hb 0.87 ------------
Al b ----------- 0. 72 

C 1 t. c 0.44 (Gr!fica 1). 

Las prote!nas problema obtenidas del fraccionamiento 

del antigeno completo sonicado tienen las siguientes absorci~ 

nes 280 nm. 

Fracción 21 -------- 0.46 

Fracción 25 -------­ 0.51 

Fracción 43 

Fracci6n 62 
-------- 0.43 

------- 0.47 (Grafica 2) 

Se obtuvo el logaritmo del P.M. de las fracciones pr~ 

blema, a partir del P.M. de las prote!nas patrón, a estos P.M. 

se les determino el logaritmo, y éste se grafico contra el n~ 

mero de fracción correspondiente, y por medio de la extrapol! 

clón se obutvo el log. del P.M. de las protelnas problema, 

que fueron las siguientes: 
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Prote!na patrón P.M. Log P.M. Fracción 

Hb 64,500 4.80 30 

Alb 40,000 4.60 39 

c e 13,370 4. 12 53 

Fracción 21 5.08 

Fracción 25 4.96 

Fracción 43 4.45 

Fracción 62 3.85 (Grafica 3) 

Porciento de parasitemias en ratones inmunizados con 

las diferentes fracciones, Ag sonicado completo y sin Ag. 

OIAS 4 6 9 10 11 13 16 

FRACCIONES 

21 21.6 55.5 56.0 

25 7.8 43.3 55.0 59.060.0 60.0 60.0 69.0 

43 15.0 47.0 65.0 

62 16.6 69.0 

Ag.comp. s.o 19.4 25.5 41.049.6 62.3 78.5 

Sin Ag. 2.0 24.0 42.5 51.060.5 64.0 

(GrHica 4 y S) 
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VIII DISEÑO ESTADIST!CO V ANALISIS DE RESULTADOS 

Para deducir si las diferencias encontradas en los r~ 

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

rlabllldad biolOglca de las unidades de experimentación se 

procede con el modelo: 

V 1 j = m + Ti + Ej ( 1) 

Vlj • j - enésima repetición del i-ésimo tratamiento. 

m • media de mayor nivel de significancla 

Ti • efecto del 1-ésimd tratmaiento 

Ej (1) = variabilidad blolOgica de la j-ésima observ! 

c!On asignada al i-éslmo tratamiento 

El modelo anterior se resuelve por an!llsls de varia~ 

za y la estadfstica de prueba es la F de Fisher. 

Regla de decis!On: si F calculada;. que F de tablas -

al 0.05% se rechaza la Hoy la evidencia experimental demues­

tra que las diferencias encontradas en los experimentos son -

debidas al efecto del tratamiento, de lo contrario si F cale.( 

F de tablas al O.OSI no se rechaza Ho y las diferencias en-­

contradas en los result~dos son debidas a la variabilidad bl~ 

lógica de las unidades de experlmentac!On. 
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El an!llsls estadlstlco se realizo en el paquete est! 

d 1 sÚ co SPSSPC. 

1. ANALISIS DE DATOS 

Datos V1 y V2 

V1 fracciOn 

V2 • tiempo en dlas 

V1·1 • fracciOn 21 

V1-2 fracciOn 25 

V1-3 fracclOn 43 

V1-4 • fracc!On 62 

V1-5 • Ag completo 

V1-6 Control sin 

T O T A L : 

Olas en que se 1 e y O 

el ,; de parasitemia 

4 

6 

7 

11 

TABLA 1 

Valor 

2 

3 

4 

5 

Ag 6 

Frecuencia de datos 

3 

3 

3 

3 

3 

2 

17 

3 

5 

4 

2 
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Olas en que se leyó 

el s de parasltemla 

13 

16 

20 

T O T A L 

An6lisls de varianza 

Grados de libertad 

5 

11 

TOTAL 16 

Frecuencia de datos 

, 7 
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IX. ANALISIS Y D!SCUSJON OE RESULTADOS 

El anttgeno sonlcado se fracciono en la columna de -­

flltraclOn molecular. El espectro de absorción de las fraccl~ 

nes elufdas a partir del tubo No. 21 (que corresponde al va-­

lumen de exclus!On) se muestra en la gr!fica 1. Se selecclon! 

ron las fracciones 21, 25. 43 y 62, Ag completo sonicado para 

proseguir el experimento de acuerdo a la metodologla descrita. 

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

2 es de: 

Fracción 21 

FracciOn 25 

fracciOn 43 

Fracción 62 

120,226.440 

91 ,201.084 

28, 183.829 

7,079.458 

En la grafica 3, se muestran las parasitemlas alean~! 

das por los ratones Inmunizados con las diferencias fracclo-­

nes con antlgeno sonicado y sin antlgeno. 

Se considera el grupo de los ratones sin Ag (blancos) 

como patrones de comportamiento. Tuvieron una duración de 11 

d!as con un máximo de parasltem!a. 
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Los ratones Inmunizados con la fracción 21 de PM = 

120,226 sobrevivieron solo 7 dlas presentando una parasltemla 

máxima del 56%, resistieron menos que el control. 

El grupo Inmunizado con la fracción 25 de PM • 91,201, 

sobrevivieron 16 dlas, mucho más tiempo que el grupo patrón -

con una parasltemla máxima del 69%, y permaneciendo 5 dlas 

con una parasltemla del 60%. 

La muestra Inmunizada con la fracción 43 de PM = 
28,183, al Igual que los Inmunizados con la fracción 21, sólo 

sobrevivieron 7 dlas, resistiendo una parasltemla máxima del 

65%, pero en menos tiempo que el control. 

La fracción 62 con PM = 7,079, sólo permitió a los r1 

tones Inmunizados con esta, una sobrevlda de 6 dlas y una pa­

rasltemla máxima de 69%, resistiendo menos que el control. 

El grupo Inmunizado con Ag completo sonlcado pudo re­

sistir una sobrevlda de 13 d!as, dos d!as más que el control 

con una parasltemla máxima del 78.5%, este grupo es el que t~ 

lera la más alta parasltemla. 

Oe acuerdo a los análisis estadlstlcos realizados 

(tabla 1) se deduce que las fracciones y al Ag sonicado com--
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pleto, producen el mismo tiempo de sobrevlda que los ratones 

que no fueron Inmunizados •p > o.os•, lo que Implica suponer 

que ninguna de las fracciones ni el Ag sonlcado tienen activl 

dad protectora. 

Es posible que las fracciones obtenidas hayan sufrido 

degradación por la posible actividad de proteasa reportada en 

los extractos crudos de protozoarios. Lo anterior significa 

que se Inmunizó al ratón contra un fragmento de las protelnas 

del antlgeno completo, que no necesariamente eran los deter­

minantes antlgén!cos que pudieran brindar protección contra -

una lnfecc!On sangulnea de Pyy. As! también se puede expll-­

car que se hayan aislado protelnas con un PM menor de 150,000, 

ya que segQn la blbllografla consultada, las protelnas prote~ 

toras poseen un PM mayor de 235,000. 
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CONCLUSIONES 

Se observa que los ratones Inmunizados con las frac-­

clones obtenidas se comportan de manera semejante que los te! 

tlgos y los que fueron inmunizados con antlgeno completo. Los 

ratones mueren al presentar parasitemias del 60%, lo que lndl 

ca que tanto al Antlgeno completo como las fracciones no tie­

nen efecto antlgénico. (Tabla 1 p/' 0.05 AnAllsls de varian­

za). 

No se obtuvieron protelnas con PM mayor a 235,000; lo 

que sugiere que el antlgeno sonicado tiene actividad de pro-­

teasa. 

Es necesario agregar lnh!bldor de proteasa al antlge­

no obtenido por sonicación para evitar su autodegradaciOn ca­

tal !tlca. 

La posible autodegradaclOn catalltlca del Ag sonicado 

puede explicarnos la falta de antlgenlcldad de las diferentes 

fracciones. 

Es recomendable que en ensayos posteriores se emplee 

!nhlbidor de proteasa. 
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ANEXO ABREVIATURAS 

Anti geno 

Anticuerpo 

~~~~~~~~~~-Complemento {C1,C2, •.. etc) 

~~~~~~~~~~-Peso Molecular 

~~~~~~~~~~- HlpOtesis nula 

~~~~~~~-~~- HipOtesls alterna 

~~~~~~~~~--Solución salina isotOnica 

Solución salina citratada 

PBS ---------- Solución amortiguadora de 

fosfatos 

PVY 

GRP 

SN 

GRC 

GRR 

TA 

Hb 

Ce 

Plasmodium yoellil yoellil 

~~~~~~~~~~- Glóbulos rojos de ratOn • 

parasitado 

Sobren ad ante 

G!Obulos rojos de carnero 

Glóbulos rojos de ratOn 

~~~~~~~-~-- Temperatura ambiente 

~~~~~~~~~-- Hemoglobina 

~~~~~~~~~-- Citocromo C 
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ANEXO 11 GLOSARIO 

Anemia 

Ant 1 geno _______ _ 

Anticuerpo~------~ 

Aglut!naciOn ______ _ 

DisminuciOn del caudal hemoglob!­

n!co o del número de eritrocitos 

del organismo. 

Sustancia que introducida en el -

organismo provoca la formaclOn de 

anticuerpos, que inducen una res­

puesta inmunitaria localizable 

cuando es introducid~ en un ani-­

mal. 

Protelna especifica de la sangre 

y otros liquides org~nicos (glob~ 

!!nas) que aparecen tras la inyef 

ciOn de elementos extraños (antl­

genos) sobre los que actúa especl 

ficamente: aglutinándolos (aglutl 

ninas), destruyéndolos (lisinas), 

neutralizándolos (antitoxinas) o 

precip!Undolos (pr'eclpit!nas. 

Reacc!On antlgeno-antlcuerpo en la 

cual un antlgeno sOlldo o en par­

tlculas forma un cristal con un -

anticuerpo soluble. En la aglutl­

naciOn Invertida, el anticuerpo -

estA Insertado a la partlcula so-
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lida y es aglutinado por un ant!­

geno insoluble. 

Blllrrublna ~~~~~~~Pigmento biliar amarillo, produc­

to terminal de lahemoglobina, el! 

borado por las células de Kupffer 

del hlgado y del que derivan pig­

mentos como la billverdlna y otros 

mal definidos. 

Biopsias ~~~~~~~~~ Examen del organismo vivo en opo­

sición a necropsia, y especialme~ 

te examen microscópico de una por 

ci6n de tejido obtenida de un 

cuerpo vivo. 

Bacter!61!sis ~~~~~~ Desintegración de bacterias indu­

cidas por anticuerpos y compleme~ 

to en ausencia de células. 

Complemento 

Cepa atenuada~~~~~~-

Célula 

Sistema de protelnas sérlcas que 

es el mediador humoral primario -

de las reacciones ant!geno-anti-­

cuerpo. 

Grupo de organismos cuya ascende~ 

cla es conocida, debilitada. 

Elemento fundamental de los teji­

dos organizados, el m6s simple 

libre, dotado de vida propia, co!!!. 



Célula linfoide 

Célula cebada 
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puesto por una masa circunscrita 

de protoplasma que contiene un -­

núcleo. 

Leucocito emigrante. 

Célula de los tejidos que se par! 

cena un basOf!lo de la sangre P! 

r!ferica y que contiene grénulos 

con serotonina e histamlna. 

Células de Kupffer~~~~ Fagocitos mononucleares fijos del 

sistema reticuloendotellal que se 

encuentran presentes dentro de 

los sinusoides del hlgado. 

Esplenomegalla 

Célula epitelo!de ~~~~ 

Aumento del volumen o hipertrofia 

del bazo. 

Células jovenes del tejido conju~ 

t!vo que por mutua comprensión 

aparecen aplanadas; se observan -

en procesos inflamatorios y en el 

tubérculo. 

Célula gigante~~~~~~ Célula grande y con muchos núcleos 

multinuclear de la médula Osea. Célula patoló­

gica muy grande en el centro del 

follculo tuberculoso. 

Endémico Que se refiere a enfermedad gene­

ralmente infecciosa, que reina 
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constantemente en épocas fijas en 

ciertos paises por influencias de 

una causa local especial. 

Exoeritroc!tico ~----Fuera del glóbulo rojo. 

Eritrocito------- Corpúsculo o glóbulo rojo de la -

sangre; hemat!e. 

Fagocitosis Proceso de ingestión y digestión 

por parte de algunas células de -

partlculas sólidas, bacterianas, 

fragmentos de tejidos necrosados, 

cuerpos extraños, etc. 

Fagocito mononuclear ___ Célula capaz de englobar cuerpos 

Gametoc i to -------

. Hemoglobina 

sólidos, en particular microorga­

nismos, que son destruidos en su 

interior, en este caso de un solo 

núcleo. Los fagocitos pueden ser 

móviles (leucocitos) o fijos (sil 

tema reticuloendotelial). 

Célula madre de la cu~! deriva un 

gameto, (gameto: célula sexual 1.­

masculina o femenina) • 

Materia colorante de los hematles 

que contiene el hierro de la san­

gre; sustancia cristalina de co-­

lor rojo y composición compleja -
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que consta principalmente de una 

protelna, globina combinada con -

hematina. 

Desintegración de los hematles o 

disolución de los corpúsculos sa~ 

guineos, especialmente de los he­

matles, con liberaclOn de hemogl~ 

bina por acción de sueros hipot6-

nlcos, lisinas bacterianas, etc. 

Hepatomegalia 

HematOf aga 

Aumento de volumen del hlgado. 

-------- Alimentaci6n con la sangre de 

otro an lma 1. 

Hlstamlna --------- Amina depresora que se encuentra 

en el cornezuelo de centeno y en 

el organismo animal en el que se 

produce por descarboxilaclOn de -

la hlstidina; se le considera co­

mo una hormona hlstica que contrl 

buye a regularizar el tono de la 

musculatura lisa. 

Histioclto -------- Célula grande, fagocitarla del 

sistema reticuloendotelial, que -

se haya en 1 nt lmo contacto con 1 os 

llquldos sangulneo y linf3tico. 



67 

Inmunidad ~~~~~~~~ Protección activa (formación de -

anticuerpos especlficos) o pasiva 

(por suero con dichos anticuerpos) 

contra el contagio y la infección. 

Inmunidad celular~~~~ Inmunidad en la cuál la part!CiP! 

clOn de los linfocitos y macrOfa­

gos es predominante. 

Inmunidad humoral ~~~~ Perteneciente a moléculas en sol~ 

ciOn en un liquido del cuerpo, en 

particular el anticuerpo y el co~ 

plemento. 

lnmunologla 

Insecticida 

~~~~~~~ Estudio de Jos conocimientos re!! 

tivos a la inmunidad. Rama de la 

medicina que estudia los fen6me-­

nos, las técnicas y las enfermed! 

des relacioandas con las reaccio­

nes antlgeno-antlcuerpo-compleme~ 

to. 

~~~~~~~ Componente que destruye a los In­

sectos. 

Leucocltosts ~~~~~~- Aumento transitorio de los leuco­

c ! tos en la sangre circulante 

(mas de 10,000/mm3). 

Lisis Oefervescencla gradual de una en­

fermedad; crisis lenta. Dlsolu--­

ci6n o destrucción de células o -
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bacterias por lisinas. 

~~~~~~~~ Organoldes celulares cuya función 

consiste en Ja lisis enzimática -

de los cuerpos orgánicos que in-• 

gresa en el protoplasma. 

Espora formada de un esquizonte -

en Ja reproducción esquizOgona de 

Jos protozoos. 

Microorganismos ~~~~~Planta o animal microscópicos. 

MacrOfago ~~~~~~~~Fagocito de pequeno tamano. Leu-­

cocltopol lnuclear m6vil que se o~ 

serva en las afecciones agudas. -

Célula fagocitarla del sistema r~ 

tlculoendotelial de grandes dime~ 

sienes; hlstlocltos, células de -

Kupffer del hfgado, endoteliales 

de los vasos del bazo, médula, 

Osea, etc. 

Macr6fago activado 

Monoblasto 

~~~~ Macr6fagos maduros en un estado -

de activación metabllca provocada 

por varios estimulas, en especial 

por la fagocitosis o el efecto de 

una linfoclna. 

Célula.que d4 origen al monoclto. 

Monocito ~~~~~~~~ Leucocito grande mononuclear. 



Osteoc 1 asto 

TESIS Na DEBE 
DE LA BIBLIOTECA 

-----~- Elemento celular gigante multinu­

cleado de la médula ósea que tie­

ne por misión la destrucción y r~ 

solución del tejido óseo. 

Protozoario~~~~~~~~ Relativo a los protozoos. 

Paras!to obligado ___ _ El Incapaz de vivir separado del 

huésped. 

Premonitorio ~~~---~Que sirve de aviso precurso. 

Pollmorfonuclear ~~~~~ Que tiene núcleos de muchas for-­

mas, especialmente los leucocitos. 

Promonocito ------- Monocito no maduro; monoblasto. 

Reservarlo ~~-~-~-~Cavidad en la que se acumula un -

liquido como la ves!cula biliar o 

la vejiga urinaria. Organismo que 

alberga gérmines patógenos propa­

gadores de infecciones. 

Reacción de precipitación~ Reacción entre un ant!geno solu--

Vacunación 

ble y un anticuerpo también solu­

ble, en la cu61 se forma una ma--

1 la compleja de formas de conjun­

tos entrelazados. 

Inmunización con ant!geno adm!nil 

trados para la prevención de en-­

fermedades infecciosas (término -

orginalmente acu~ado para denotar 
la inmunización sólo contra el vl 

rus de la vaccina.) 
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