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PROTECCION DE RATONES ENDOGAMICOS CEPA C-57
CONTRA LA RABIA POR MEDIO DE LA INMUNIDAD -
ADOPTIVA.

I1 NT R OD U CCT ON

La Rabia es una Enfermedad Infecciosa del Sistema~
Nervioso Central causada por un virus (10). El virus -
rabico en cultivos celulares se comporta como un virus
no citopatico (8), o bien, causa un bajo nivel de citopa
togenicidad celular (8), lo cual resulta un tanto sorpfeil

dente dado el alto grado de mortalidad asociado con la
infeccién de animales de sangre caliente con este virus
(10). Existen en la literatura informaciones de rabia --
abortiva en diversas especies animales (4,11) e incluso
el hombre. Los mecanismos de proteccidon preventiva -
resultan particularmente interesantes ya que es posible
obtener un alto porcentaje de ratones con rabia aborti-
va si se inoculan por via intracerebral con virus HEP-

(4), que es un virus no patdgeno para ratones de 21 —
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dias, y sivarios dias después se inocula por via intramus
cular con una cepa virulenta. Los ratones muestran sinto-
mas de rabia a su debido tiempo, pero sin que un alto por
centaje de ellos se recuperen, si bien mostrando importan
tes alteraciones en el sistema nervioso central durante la
fase de recuperacion (4). Este tipo de observaciones ha ha
lado una confirmacidon accidental en un laboratorista que -
habia sido vacunado y que como consecuencia de una expo;
sicidn al virus rabico, mostrd sintomas clinicos y después

se recuperdo (13).

Los medios de proteccion antirrabica tanto para el ---
hombre como para los animales (3), han sido conocidos des
de hacé poco menos de 100 afios y han sido objeto de nu=~
merosas meodificaciones en cuanto aila calidad y pruebas de
control a que se sujetan dichos productos (3). La disponibi-
lidad de buenas vacunas para uso en animales hace de la ra
bia humana una enfermedad prevenible en cuanto los anima
les son la fuente de infeccidn para el hombre sin embargo

el estado de conocimiento no es igualmente adecuado en ==
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cuanto a los mecanismos de proteccidon. La inmunidad hu-
moral ha sido tradicionalmente la forma de evaluar el es
tado de inmunidad de individuos vacunados (1), Sin embar
go, el titulo de anticuerpos no basta para explicar en to-
dos los casos el comportamiento al desafio, ya que ocu-
rre que animales aparentemente inmunes mueren, en' -
tanto que animales sin anticuerpos detectables sobreviven
(8). Una posible explicacidon a este fendmeno pudiera re-
sidir en la inmunidad celular, que no siempre se compor
ta paralelamente a la inmunidad humoral y que en general
no se mide. La prueba de inmunidad adoptiva se empled -
en el presente trabajo con la idea de arrojar un poco de~
luz sobre la patogenesis de la rabia y los mecanismos de-
proteccitn del animal inmune y determinar las posibilida--
des de obtener una inmunidad pasiva por medio del tras--

plante de linfocitos.



MATERIAL Y METODOS

A.- Cepas de Ratones.~ Se utilizaron 2 cepas diferentes

de ratones, los ratones suizos blancos CD-1 propor-

cionados por el Bioterio del Instituto Nacional de In-
| vestigaciones Pecuarias.(1.N.L.P.) y los ratones ne--
gros endogamicos cepa C-57 procedentes del Biote--

rio del Departamento de Derriengue, INIP, SARH.

B.~ Cepa de Virus.- Se empled una cepa de virus fijo de
rabia C.V.S.* obtenido originalmente del Instituto --

Winstar de Philadelphia, para este trabajo se prepa-

ro un lote de virus con la técnica descrita por Dean

1966 (7).

C.- Vacuna.- La vacuna que se uilizd para este traba-
jo fué la V-319/Acatlan, desarrollada en el I.N.I.P,

(7,8) y para los propositos de este experimento, se

* C,V.S.- Cepa de virus de exposicion.
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obtuvo del Departamento de Produccién del I.N .1.P., 100
ampolletas liofilizadas de vacuna comercial del lote 74/
F con w tfro de 10773 UFP/ml. Se tituld el lote de
C.V.S. en ratones blancos CD-l y negros C-57 de 6 se-
manas de edad, por via intramuscular, abarcando mar-
genes de 107 a 1()""5 inoculando 6 ratones por dilucién -
con 0.1 ml. de indculo, observandose diariamente duran

te 21 dias.

Se determind la dosis 80-100% inmunizante para am
bas cepas de ratones, vacunandolos por via intraperité—
neal con diluciones 1071 a 10—4 de la vacuna (200000UFP)
y desafiandolos 30 dfas después con 100 DLy ratén de _—

C.V.S.

Para la prueba de inmunidad adoptiva se vacunaron --

cuatro lotes de 40 ratones de 21 dias de cada cepa.

El primer lote se conservd como testigo vacunado y-

** (J,F.P. /Unidades Formadoras de placa.
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fue desafiado 30 dias después de la vacunacion. Los otros -
tres lotes de ratones fueron s acrificados a los 30 dias de -
la vacunacion y se procedid a extraer asepticamente el bazo.
Las células del bazo fueron obtenidas en medio de manteni-
miento BME mas 2% de suero. El procedimiento de extrac-
cion de linfocitos de bazo fue de acuerdo a las técnicas des
critas por Wilson D.B. 1967 (16), se procedio a efectuar --
una cuenta viable y se inoculd por via intraperitoneal la to
talidad de las células obtenidas del bazo de un ratdn a un-
ratOn de cepa homologa, no inmunizado de 21 dias de edad.
Se llamd a los animales sacrificados donadores de linfoci-
éos y receptores a los animales que se inocularon con los-

linfocitos inmunes.

Para cada lote de animales donadores se formd un lote de
animales receptores, o sea que se contd con tres lotes de -
animales receptores. Al primer lote de 30 ratones se le de-
safio un dia después de recibir los linfocitos inmunes. Al se-
gundo lote de receptores, se les desafio a los 7 dias de re-
cibir los linfocitos y al tercer lote se le desafic a los 12 -

dias de recibir los linfocitos inmunes. Todos los desafios --



-7-

fueron efectuados por via intramuscular con virus C.V.S.
con 100 DLgg ratdn contenidos en 0.1 ml. de inSculo. Diez
ratones de cada uno de los lotes receptores fueron sangra

dos al momento de hacer el desafio,

El suero obtenido de estos animales asi como de 10 tes
tigos vacunados, se empled para pruebas de sueroneutra-

lizacidn en reduccion de placas, de acuerdo a las técnicas

descritas por Atanasiu, 1966, Sedwick y Wiktor, 1967, ---
(2,12,15).
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R ESULTADO S

El lote de C.V.S. preparado para este estudio tuvo un ti
tulo por via intramuscular de 107 DLgg o sea 5000 do-
sis 50% totales para ratdon. Una dilucion 1:5 contenia 1000
dosis totales por ml. o sea los requeridos 100 DI.,50 en-

cada 0.1 ml. de inoculo. Esta fue la dosis usual de desa

fio utilizada en todo el estudio.

Los ratones blancos cepa CD-l murieron en su totali—
dad independientemente del tiempo transcurrido entre la?
transferencia de linfocitos y el desaffo. En el tmico lote-.
de ratones de esta cepa en que se observd un 87.2% de-
proteccion fue en el lote testigo vacunado, que fue desa-
fiado 30 dfas después de la vacunacidn y tenfa su titulo -

promedio de 1:123 P.R.T.* de anticuerpos en su suero.

Ninguno de los lote homologos de receptores de linfo-

citos tenia titulos detectables de anticuerpos en su suero.

- *p,R.T.- Prueba de reduccidon de placas.
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La dosis minima inmunizante 80-100% de la vacuna -
fue determinada en 0.5 ml, de la vacuna diluida 1:100, -
tomando la pastilla liofilizada comode 1 ml. y recons-
tituida con 10 ml. de solucidn salina fosfatada pH 7.2 a

4°C inmediatamente antes de la vacunacidn.

Los resultados de la prueba de inmunidad adoptiva-

en ratones negros C-57 se anotan en el cuadro No. 1.

En la grafica No. 1 se anotan los datos del cuadro-

No. 1 para su mejor representacion visual.

En el Cuadro No. 2 se anotan los datos de tiempo de
sobrevida en los animales que murieron como consecuen=-

cia del desafio.




Cuadro 1

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNIDAD ADOPTIVA

EN RATONES CEPA C 57
LOTE o deatio | Tiulodes N (1)
Testigo no vacunado 0% 1:10%2
Testigo vacunado 81.25 % 1:123
Receptor de 12 dias %0 % 1:1680
Receptor de 7 dias 280 % 1:389
Receptor de 1 dia 007 % 1:10

{1} Resultado de seuroneutralizecion por reduccion en placa

(2) Ditucidn de suero que causé una reduccion del 50 de las placas.
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Cuadro 2

TIEMPO DE SOBREVIDA DE LOS RATONES CEPA- 57 QUE MURIERON

COMO CONSECUENCIA DEL DESAFIO

Lote de ratones

Tiempo en horas y desviacion

estandar
Testige no vacunado 176 t101
Testigo vacunado 300 +126.4
Receptor de 12 dias 288t 115.2
Receptor de 7 dias 264t 922
Receptor de 1 dia 19211487

(1) no hubo diferencia estadisticamente

significativa en los tiempos de sobrevida.
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DISCUSION

o F— T T S g o

En experiencias previas, Wiktor (14,15) trabajando ~
con ratas parabidticas observd que si vacunaba a una -
de las dos ratas y luego las separaba y desafiaba ocu--
rria que solo el animal vacunado estaba activamente --
protegido, en tanto que la pareja parabidtica no lo esta-
ba. Wiktor (14,15) parece considerar que los anticuer=-
pos juegan un papel mas importante que la inmunidad -
celular, especialmente las células del bazo ya que la-
esplectomia no tiene influencia en los resultados del -
desaffo, Ademds, no fué capaz de transferir la inmuni
dad de una rata vacunada a upa receptora con células-

del bazo.

Los ratones cepa CD-1, siendo hetercgeneos desde
el punto de vista de sus antigenos tisulares, no reci--
bieron el transplante de células inmunes, por lo cual se
observd produccion de anticuerpos ni proteccidén como -

consecuencia del trasplante .Los ratones cepa C-57,por el
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contrario, tratandose precisamente de una cepa de ratones
con antigenos tisulares homologos, si aceptaron el trasplam

te de células inmunes.

La prueba que aqui se comunica sirve como confirmacion
de la condicion de los antigenos tisulares de las dos cepas
de ratones empleados en el estudio. Dado que los ratones-
cepa CD-1 solo se incluyeron como testigos de la cepa ==~
C-57, el resto de la discusion se limitara a los resultados

obtenidos con esta tltima.

Puede notarse en el cuadro No. 2 que los tiempos de so
brevida de los ratones no fué alterada por las diversas ma
nipulaciones a que se sujetaron los lotes de ratones, es dé
cir, no hubo tendencia a crear las condiciones favorables -

la presentacion de rabia abortiva. -

En casode que la inmunidad celular fuera importante en
la proteccion activa de los animales, el trasplante de celu--
las inmunes esplécnicas (formadas asi como células plasma

ticas principalmente por una mezcla de linfocitos (T y B) -
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deberian haber establecido inmediatamente un nivel de pro

teccion comparable al de los ratones inmunes.

Sin embargo, como puede verse en el Cuadro No, 1y ~
la Grafica No. 1, este no es el caso; la proteccion es nur
la un dia después del tradplante. La proteccidon parece, -
con el limitado nimero de observaciones de este Estudio,
iniciarse a los cuatro dias del trasplante(Grafica 1) para
estabilizarse alrededor de los 13 dias en el maximo obder
vado. Deberd recordarse que esto no es un caso de inmu
nidad prlmaria sino un caso de inmunidad adoptiva, es de
cir, el comportamiento de células inmunes en un receptor
virgen, El hecho de que los animales receptores no hayan -
permitido una elevacion mas rapida del nivel de protec---
cion, podria ser causado por la lenta penetracién de los-
linfocitos de la cavidad peritoneal al sistema linfatico asi
como por el hecho de que el sistema inmunitario de los -
receptores se hallaba intacto, es decir, que no se halla—
ban inmuno deprimidos y por lo tanto el sistema linfatico
receptor se encontraba en niveles cercanos al maximo de

poblacion, con poco espacio adicional para permitir una -
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‘mayor proliferacion de linfocitos inmune.

La rapida elevacion de la tasa de anticuerpos sigue una
curva completamente diferente a la de proteccion, En este -
caso si se observa una rapida elevacidn de los titulos de -
anticuerpos. Aqui resulta mis evidente que en Otros casos
el hecho de que el fftulo de anticuerpos circulantes, produ
cidos activamente por las células trasplantadas necesitan-
alcanzar un nivel minimo para ser {ittiles en la proteccibn
antirrdbica. Notese por ejemplo (Grafica 1) que los rato--
nes que recibieron las células inmunes siete dias antes, -
no tenfan mas que un 25% de proteccion en tanto que su-
titulo de anticuerpos circulantes fue el mas alto de los -

observados.

En este titulo de anticuerpos, desde luego no fué esta
disticamente diferente de los observados en los otros ani-
males inmunizados, pero si indica que hay un lapso de --
'seis dfas entre el tiempo en que se llega al maximo nivel
de anticuerpos y se establece el maximo de proteccidn ==

compatible con las condiciones del experimento.
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Existe una aparente discrepancia entre nuestros resulta-
dos y los de Wiktor (14,15) en el sentido de que no pudo ob-
servar transferencia de inmunidad por medio del trasplante

de células esplécnicas.,

Desafortunadamente las dos pruebas no son directamente
comparables dado que Wiktor (14,15) no especifica ni la va-
cuna empleada, ni el tiempo transcurrido después de la va-
cunacion antes de colectar el bazo ni el tiempo transcurri-

do después del trasplante.

Si Wiktor (14,15) trabajo bajo la suposicion de que la iﬁ-
munidad adoptiva deberia establecer de inmediato un alto -
nivel de proteccion, sus resultados serian comparables a -
los nuestros en el lote de receptores de un dia. Wiktor --
(14,15) considera que sus resultados serian comparables a-
los nuestros en el lote de receptores de un dia., Wiktor --~
(14,15) considera que sus resultados con ratas parabidticas-
significan que se requiere de un lapso de varios dias para-
que los anticuerpos circulantes se fijen a los tejidos del pa-

rabionte no vacunado para establecer en €l la proteccion.
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Los resultados que aqui se comunican también permiten
observar este periodo de varios dias entre la presencia de
anticuerpos y el establecimiento de la proteccion (periodo-
de incubacion de proteccidn), sin embargo pudiera tener -

una explicacion diferente a la ofrecida por Wiktor (14,15).

Los estudios con rabia abortiva mencionados antes --
(14,15) apuntan hacia la produccion local de anticuerpos en
el sistema nervioso central como punto crucial en la pro-

teccion.

Ningilin tipo de vacuna y método de vacunacidn periferi
ca actualmente en uso, causa un aumento del titulo de an-
ticuerpos en el liquido cefalo raquideo. En los pocos ca-
sos de rabia abortiva humana, se ha observado un titulo de
anticuerpos rabicos en el lquido cefalo raquideo paralelo-
aunque no igual al que se encuentra en el suero (13), aln-
cuando ya se ha mencionado la posible influencia de la ba
rrera peritoneo-linfatica para explicar el retraso en la -
presentacion de los anticuerpos, una vez que los linfocitos

" inmunes han llegado a la linfa todavia tienen que atravezar-
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la barrera hemato-encefilica antes de que sea posible la -

produccion local de anticuerpos.

Los linfocitos inmunes tienen que estar en condiciones
de acudir al llamado de emergencia del encéfalo lanzado -
por las células de la médula espinal en donde se asienta -
la primoinfeccion. En este fenomeno el periodo de incuba-
cion de protecciones el que podria explicar en forma com
patible con el cuadro general de observaciones sobre --

proteccion antirrabica y rabia abortiva.
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CONCLUSIONES

l.- Es posible establecer la inmunidad adoptiva contra

la rabia en ratones histocompatibles,

2.- No es posible establecer la inmunidad adoptiva en -

ratones inmunologicamente heterogéneos.

3.~ Se requiere de un minimo de cuatro dias y un maximo
de trece dias para establecer la inmumidad adoptiva

en ratones negros C-57.

4.- Las observaciones de este estudio indican que el fac-
tor mas importante en la proteccién antirrabica es-
la produccion de anticuerpos y no la inmunidad ce--

lular.
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