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I N T R O D U O C I O N •. 



-~ 

EVALUACION DE ALGUNOS FACTORES DE LA RESPUESTA INMUNE 

EN UN MODELO EXPERIV.ENTAL DE MALARIA EN RATONES 

I N T R o D u e e I o N 

Sinonimia z a.gente etiológico. 

El paludismo tiene varios sinónimos,entre ellos,la malaria, 

fiebre de los pantanos,fiebre de Changres,fiebre tropical y 

frios. (1) 

Algunos de los protozoarios que infectan al hombre son los 

parásitos del paludismo. Se encontraron por primera vez en 1880 

por Laveran,y su ciclo vital en los eritrocitos humanos :f'ué 

descrito por Golgi. Las sugerencias de Manson permitieron a r~ss 

demostra.r,en 1898 la transmisión del paludismo aviario por los 

mosquitos y posteriormente,en ese mismo eño,Grasei,Bignami y 

Baatianelli demostraron el mecanismo de tre.nsmisión del palu­

dismo humano. (2) 

Los agentes etiológicos del paludismo en el hombre son: 

Pl~~~od1um vivax, Plasmo1ium malariaep Pl~smodium falciparum y 

Plasmodium ovale, 

.En roedores los aecntes etio16gicos son: Plasmodium berghei 

y Plasmodiwn knowlesi. 
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Distribución mundia1. 

P. vivax,se encuentra ampliamente difundido,en especia1 en 

las zonas ecuntori~les,tropicales,subtropicales y templadas; 

es el que tiene una mayor distribución mundia1. 

P. falci Paru.m, prepondera en las regiones 'tropicales, en es­

pecial en la costa occidental de Africa,tambien en regiones 

templadas .. 

~- !!!_D.1?.riP.e,está. loceliz:ado principalmente en Ceilán, 

Malasia, Nueva guinea, Brasil y las Antillas. 

~· ovale,se localiza en Africa intertropical,Egipto,India 

y Filipinas. ( 1) 

P. berRhei,se encuentra principalmente en el Congo. (3) 

Paludismo en !liéxico. 

En la historia de la medicina,el paludismo es tan antiguo 

como el más primitivo de los escritos médicos. Sin embargo, 

la historia de este padecimiento en México,antea de la Epoca 

Precolombina,está encerrada en la misma· incógnita que el origen 

de la malarin en At'.lérica.,ya que no se he. precisedo si esta en­

fermedad existía o nó antes del descubrimiento del nuevo mundo. 

M6xico,con gran parte de nu territorio dentro de la zona 

twopical,presenta condiciones favorables para 1a transmisión 

del paludismo. Antes de la cempañe de erradicación en 1955 el 
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n'Omero de defunciones anuales,alc~nzaba cifras de 25,000, y 

esto situaba al padecimiento dentro de las cinco primeras cau­

sas de muerte. 

En 1955 se creó la Comisión Nacional pura la erradicación 

del Paludismo (C.N.E.P.),dependiendo de la S.S.A. y en 1956, 

se hicieron los preparRtivos para lanzar las operaciones de -

campo,que incluyeron el reconocimiento geoeráfico,el censo de 

casas,cartografía,y estudios epidemiol6e;icos para delimitar el 

área afectada y las características del paludismo. se adiestró 

a todo el personal y se realizó un pro&rama de información 

nacional.. ( 1) 

Desde 1961,el paludismo en !1!éxico ha dejado de ser un pro­

blema grave de salud p~blica,y las áreas de consolidación han 

crecido notablemente. 

Ciclo biológico. 

El paludismo es una enfermedad trrrnsmitida por el mosquito 

Anopheles hembra (por ser solo la hembra hematófaga). Aunque 

tambien puede ser inducida por transfusiones procedentes de -

donadores con paludismo, o por material quirúrgico contaminado. 

Los Anop.heles son insectos d:!pteros,nemat6ceros,de la fa­

milia de los culicidos,subfamilia de los anofelinos. su cuerpo 

está dividido en tres partes: cabeza,tórax y abdomen. La ca­

beza tiene por delante de los ojos la trompa,situada en la 
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parte media,y de dentro afuera 1os palplos y las entenas. 

Al ieual que todos los mosquitos,loe Anopheles,insectos de 

metamorfosis completa,presentan desarrollo acuático. Las di~ 

tintas fsses del desarrollo requieren solo unos diaa en las -

mejores condiciones. 

Los Anopheles no suelen vivi.r en las aguas muy contaminadas 

de l.as grandes ciudades,por lo que se considera una enf'erm.edad 

rural. La guarida de los insectos puede ser natural, o creada 

por el hombre,como arrozales,cana1es de riego y f'osas. El agua 

en general debe estar estancada,pero a veces puede presentar 

una ligera corriente, e incluso algunas especies se adaptan a 

los torrentes. 

La longevidad de las hembras,es inferior a treinta d!as. 

Como se dijo con anteriorida.d,el hombre adqtüere el. pe.1u­

dismo por la picadura de un mosquito infectado,que le inocula 

esporozoítos. Estos.desaparecen rapidemente de la sangre y se 

alojan en las células del parénquima hepático,en las cuales se 

desarrollan,segmentan y esporul~-... Esta es la i'ase preeritro­

c!tica y asintomática de la infección. Al llegar a la madurez 

los merozo!tos escapan de las células del higado y penetran en 

loa eritrocitos,con lo que comienza el ciclo hemático de la -

enfermedad. En todas las variedades del pa1udismo,exceptuando 

a la terciana benigna (E_. falciparum),una parte de los merozof 

tos invaden a otras células tisulares,y esta etapa de la infe~ 

ciOn,el ciclo exoeritrocitico,puede proseguir durante varios 



-6-

a..fioe y originar recrudecencias o recaidas clínicas. La fase 

de esquizogonia se produce en los eritrocitos,a consecuencia 

del desarrollo y segmentación de los merozo!tos. 

cuando el hematíe estalla,los merozoítos infectan a otros 

eri-:;xvc::i tos y el c:.f.clo comienza de nuevo. Esta rotura perio­

dica de los eritrocitos es la causa de los característicos 

cel~sfrios del paludismo. Por causas at1n desconocidas,algunos 

de los merozoitos que invaden a los hematíes no siguen el ci­

clo de reproducción asexual,sino que se convierten en formas 

sexuadas: los gametocitos masculinb y femenino. La evolución 

de estas formas no prosigue hasta que el mosquito hembra ingi~ 

re la sangre que los contiene. En el intestino del mosquito, 

el gameto masculino madura y da origen a los microgametocitos 

móviles flagelados,uno de estos fecunda al gameto femenino y 

se forma as! el cigoto. En la pared del intestino,el cigoto 

se tra.nsfonna en oocisto,dentro del cual se forman los esporo­

zoitos infectantes. (4,5,10) 

En la hoja siguiente se esquematiza el ciclo biolOgico del 

Plasmodium • 
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Cuadro cl!nico. 

El periodo de incubación es variable,segdn la especie de 

Plnsmodium de que se trate. Para E• vivax y falcinarum es de 

10 a 15 días; para E· ovale de 11 a 16 días,y para !· malariae 

Dd 28 a 37 días. 

Loa e!ntomas consisten en paroxismos de calosfr!os,fiebre 

y sudoraci6n,que se presente.n a intervalos regulares,dependiC!! 

do del tiempo en que se completa el ciclo esquizog6nico eri­

troc!tico. As! E· vivax y ~· ovale lo completan en 48 horas, 

produciendose un paroxismo cada tercer día (por lo que se le 

llama fiebre terciana). P. malariae cada 72 horas,por lo que 

se produce un paroxismo cada cuatro d!as (por lo que se le 

llama cuartana); P. falciparum es más irregular y puede causar 

paroxismos cada 24, 36 6 48 horas. 

El inicio sintomático genera1mente es brusco,con calosfrioe, 

fiebre de 40 a 41°c,cefaleas,mialgias,taquicardia y polipnea. 

Después de varias horas,la fiebre órisis acompaña.da de sudora­

ción profunda. Sin embargo no es raro que el cuadro febril -

sea at!pico especialmente en los primeros d!as del padecimiento, 

cuando el ciclo eritrocitico no se ha sincronizado. 

El cuadro clínico de la malaria suele durar 2 a 3 semanas; 

es excepcional que evolucione durante m~s de un mes. Esto trun­

bien nos permite diferenciarlo de otros padecimientos febriles. 

(A~5) 
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Entre otros trastornos pueden observar espleno 7 hepato~e­

ealie, ictericia y siempre se presenta anemia. ~· vivax y~· 

fa1ciparurn pueden ce.usar formas graves llamadas Formas Perni­

ciosns, en las que se puede presentar coma,convulsiones y paro 

cardiaco. (1,4) 

Diagnóstico z tratamiento. 

En las áreas endémicas de ma1aria,el diagnóstico de labo~ 
torio se hace mediante ~rotis delgado de sangre o por la téc- · 

nica de gota gruesa; los cuales se tifien con giemsa. Deberán 

de tomarse muestras de sangre con un intervial.o de 6 horas hasta 

encontrar el parásito o durante 4 días,para darlo como negativo. 

Las reacciones sero16gicas hasta ls fecha no han dado resulta­

dos se.tis:f'aetor:i.os. 

En los cortes histológicos del bazo o del h!gado,en las -

células del sistema reticuloendotelial,puede encontrarse pig­

mento me.larico lo cual nos indicará que el paciente tuvo, en -

los dltimos meses, o que tiene paludismo. (6) 

Pára destruir las f'onna.s eri troc1ticas, o sea para tratar 

el c'.1adro clínico (tratamiento supresivo) podrá.emplearse 

emodiaquina,cloroquina,mepacrina,proguanil o quinina,por vi:a 

oral, sienó.o los dos primeros medicamentos los de elección. 

La administración parenternl s6lo estA indicada en casos graves 

o en enfennos que no puedan ingerir el med1ca.mento,vo1viendo a 

la v!a buca.~ tan pronto como sea posible; por esta v!a se puede 

emplear cloroquina,meparina o quinina. (21) 
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En infecciones con ~· vivax, ~· malariae y ~· falciparum, 

además habrá que administrar primaquina,que actda contra las 

formas exoeritroc!ticas y reduce la posibilidad de recaídas 

(cura. radical); tambien puede emplearse primetamine. 

Se ha demostrado la aparici6n de cepas resistentes a los 

medicamentos espec!ficoe. En la actualidad se ha observado 

aparición de resistencia a todos los fármacos disponibles, de 

modo que si el cuadro clinico no cede ni disminuye la parasi­

tosis,es urgente cambiar a un medicamento diferente del que se 

habia iniciado; para estos casos se ha recomendado la quinina. 

La asociación de antimaláricos con sulfonas o sulfonamidas 

logra controlar mejor las cepas resistentes. (5) 

Prevención. 

En las zonas endémicas,es recomendable la protección de las 

casas con tela mosquitero en puertas y ventanas,y el uso de in­

secticidas residuales aplicados en paredes y muebles. 

Cuando una persona tiene que viajar a zonas endémicas de 

pa1udismo,se puede recomendar como profiláctico la cloroquina • 

.En ios bancos de sangre debe evitarse tener como donadores 

a personas que hayan padecido pa1udi.smo. 

El medicamento de eleccli.6n en la actualidad pat'a profilaxis 

es el pemoato de ciclogue.nilo,que ea aplicado en una inyección 

que se mantiene en niveles protectores por más de 4 meses. (4) 



-11-

RESPOES~ INMUNE 

La observación de que algunas enfermedades infecciosas dif!. 

cilmente se repet!a.n en el mismo individuo, llevo a la busqueda 

de los factores y mecanismos que se hallaban involucra.dos en 

este fen6meno. En la actualidad se sabe que ea el resultado de 

la respuesta inmune provocada por el primer contacto con el 

agente infeccioso y que se efectua por prote!nas plasmáticas 

11~.madas a.~ticuerpos (respuesta inmune humoral) y por los pro­

ductos de células especializadas conocidos como linfocitos sen­

sibilizados (respuesta inmune celular). 

La respuesta inmune tiene cuatro caracter.!sticaa,~ue la 

diferencian de cualquier otro fen6meno biológico. En primer­

t~nnino,la respuesta es inducib1e debido a que solo se presenta 

cuando una sustancia inductora,lla.mada antígeno penetra en el 

organismo. En segundo lugar, la respuesta es especifica y un 

sujeto inmtmizado con un antígeno dado no presenta inmunidad -

pera otro antígeno diferente. La tercera callacter!stica es la 

memoria que se re:f'iere al hecho de. que el segundo contacto con· 

un determinedo ant!geno da por resultado una respuesta más rá­

pida y vigorosa (respuesta secundaria) que en la primera oca-­

ei On ( res pue st a. primaria) •. .Finalmente la respuesta tiunune 

puede ser transferible.de un sujeto inmune a otro que no lo es, 
ya sea por medio de suero que contenga anticuerpos o de linto­

ci toa sensibilizados. 

El establecimiento de la respuesta. inmune requiere de 1a 
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interacción de varios tipos celulares que colaboran entre sí. 

Todo parece indicar que para el inicio de la resp~esta,es nect 

aaria alguna modificación en la estructura o presentación del 

ant!geno,efectuada por los macrófagos. Posteriormente inter­

vienen los linfocitos,de los cuales se conocen dos var-ledades, 

conocidas como T y B. Los linfocitos To timodependientes re­

quieren de la presencia de dicho orgo.no linfoide para adquir-lr 

la aptitud de responder a ciertos antígenos,dar or-J.gen a loa 

linfocitos sensibilizados y cooperar con los B. Los linfocitos 

B se diferencien como tales en la bolsa de Fabricio de las aves 

o en algtln otro organo linfoide, a.un no identificado plenamente 

en los mamíferos. De cualquier modo,los linfocitos B son los 

precursores de las células plasmáticas que son las que elaboran 

y secretan grandes cantidades de anticuerpos. En uno y otro 

caso,los linfocitos que han estado en contacto con los antíge­

nos, sufren modificaciones en su metaboli sino y tienen al teraci2_ 

nea morfológicas tales que culminan en una división celular 

acelerada asimétrica,la cual resulta en la fonnaci6n de células 

terminales (linfocitos sensibilizados y células plas~áticas) y 

células de memoria (lint'ocitos T de memoria y linfocitos B de 

memoria) • 

Respuesta innrune humoral. 

Una de las cara.cteristicas más importantes de la respuesta 

inmuné es su especificidad. Por 10 que toca a los anticuerpos 
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este es un :fenómeno en el que est6. establecido que estas molé­

culas pueden reconocer al antígeno que indujo su f'ormaci6n,aun 

en presencia de otras moléculas. 

Cuando la reacción antígeno-anticuerpo 5 e·rea1iza en un 

organis~o viviente,se desencadena una serie de acontecimientos 

que conducen a la eliminación efectiva del complejo f'onnado. 

Puede bastar la interacción del antigeno con el anticuerpo para 

neutralizar la actividad biológica del pri=ero,como es el caso 

de algunos virus y toxinas (neutralización). Si el ant!geno 

forma parte de una célula, la unión con su anticuerpo ha.ce que 

este sufra. modificaciones en su conformaci6n y,a consecuencia 

de ello pueda interaccionar con otra.e molécu1a.s y célu1as que 

favorezcan la eliminaci6n del antígeno. 

En este ~ltimo caso,se encuentra la activeci6n secuencial 

de una serie de proteínas plasmáticas,colectivarnente conocidas 

como sistema de complemento (C). Estas proteínas pueden asi 

convertirse en enzimas,por alteraci6n de S"~ estructura,y libe­

rar fragmentos con actividades bi.ol6gicas diversas. La. actív!! 

ci6n del complemento provoca un aumento en la per:neabil~dad 

capilar por lo que,de los vasos eangu:!neos,sale l!qui.do que -

puede diluir a ciertas toxinas,llevar consigo sustancias anti­

microbinnas y provocar una zona que limite la dispersidn de -

génnencs. Tambien se fonnan factores quimiotácticos que atro.en 

neutr6filos al luea.r donde están loe microorganismos,loa fagO­

citan y los destruyen. Otros factores del complemento sufren 

modificaciones estructurales y en contacto con cálulas,permiten 
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que estas se adhieran a macrófagos o a otras células con rece~ 

torea para tales componente a modificados del complemento, favo­

rece la fonnación de anticuerpos contra ellos mismos,con lo 

que se incrementa le aglutinación de los microorganismos (inm~ 

noconglutinacitn) y se favorece su fagocitosis. Finalmente la 

acción del complemento sobre ciertas bacterias y células da 

por resultado su lisis. 

El complemento es un formidable efector y runplificador de 

la respuesta inmu..~e y su participación en la eliminación de 

gérmenes es de gran importancia; sin embargo.es el mismo el 

que puede activarse en fo:rma exagerada y conducir a. las rea.c-­

ciones de hipersensibilidad.en las que hey destrucción de cé­

lulas y tejidos del propio organismo. 

Uno de los primeros elementos estud~dos e identificados -

en la respuesta inmune fuerc·n los anticuerpo:::, se encontraron 

en plasma y líquidos extravasculares. Fueron localizados en -

1a fracción ga,."Il.'lla del. suero, razón por la que les denominó las 

inmunoglobulinas (Ig). Después de estudios con tratamientos -

enzimáticos sobre la molécula de Ig se er.cont:ra.ron dos porcio­

ne s. La fracción Crii3talizable,que e~ constante en las Ig , -

(Pe), tiene la mayor actividad biológica,puede activar comple­

mento,fijarse en membranas celulares,atravesar placenta,etc •• 

La fracción variable (Pab), que es la fracción que le da espe­

cificidad a la molécula y 1a que se combina con los antígenos. 

Hay cinco tipos de Ig en el hombre, son 1a IgG, IgM. IgA, 

IgD e IgE. Las cuales ae pueden identificar entre si por 
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características fiaicas, qu:!micaa y bio16gi.cas. 

Respuesta inmune celular. 

La respuesta inmune mediada por linfocitos timodependientes 

tardó en ser plenament~ reconocido y analizada debido n la 

falta de una metodolot;ía apropiada que permitiera conocer los 

mecani~smos en ella implicados. 

Koch demostró que el estado inmune a z,rycobacterium tuber-· 

culo~i~ se puede poner de manifiesto mediante pIUebas cutáneas 

en 18.s cua.les se inyectan dosis pequefias del producto del meta­

bolizmo del microorganismo (tuberculina o PPD) ,lo cual. da por 

resultado que al cabo de W'las 24 hoTas apsrezca un eritema 

(enrojecimiento) e induraci6n,1ocalizados en el sitio de la 

inocula~i6n. Ente tipo de reacciones fueron llamadas de hiper­

sensi biliaad tardia pera diferenciarlas de las reacciones.de 

hipersensibilidad inmcdiata,las cueles se manifiesten segundos 

o minutos después de la inoculaci6n del.antígeno. 

lús reacciones de hipersensibilidad inmedi8ta pueden t~ 

ferirse por medio de anticuerpos, e diferencia de.las tardías_ 

en ~ue no es posible por éste medio. Fueron Landsteiner y Chaae 

quienes lo lograron utiliz.ando células linfoides prcrvenientcs_­

de f:!Ujetos inmuni?.ados. Posteriormente se demostró que no era_ 

indispensable que los linfocitos estuvieran intactos, y que --

1aa células rotas o una sustancia dializable obtenida de ástas 

(factor de transferencia} también eran capacea de transferir -
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la respuesta inmune celular. 

Desde luego que la inmunidad celular no s6lo está asoci~ 

da con el bacilo tuberculoso pues otros microorganismos con_ 

las características comunes de tener vida parasitaria intra­

celular (viruspciertas bacteriRs y hongos), inducen excelen­

tes respuestas ce·lulares. Existen evidenciRS que en el reche. 

zo de tre.nsplantes intervienen linfocitos sensibilizados a -

los antígenos de membrana celuler del donador. Este rechazo_ 

a transplantes es un caso particule.r de un fcn6;ne110 mucho -­

más general de reconocimiento de células con antieenos dife­

rentes a los propios, situación que frecuentemente se pre se!!_ 

ta en el caso de aparición de éélulas aberranten, potencial­

mente neoplásicas, que pueden sureir por mutación de células 

normales a causa de factores cel medio e...~bicnte, tales como_ 

radiaciones, sustancias qu:!'.mica.s o e.e-entes biológicos. 

Los experimentos "in vi tro" han locra.do dilucidar los 

mecanisnoa de la inmunidad celular. Cuando se cultiva una p~ 

blación de células linfoides proveniez1tes de un sujeto inmu­

ne en presencia. del 0.ntie;eno especifico, se presentan cambios 

morfológicos y metabólicos QUe pueden es~udiarse con facili­

dad. Ln interacción antígeno-linfocito sensibilizado se lle­

va a cabo por receptores específicos en la membrana de éste_ 

cuya. estructura y pro pi e de.des son muy símil ares a lB de los_ 

anticuerpos. Esta unión conduce a que el linfocito aumente -

de tamaño, prolifere y fonne una serie de sustancias solubles 

que son libera.des en el medio. Estas sustancias son glicopr2. 

teínas con actividades biolóeicas diversas, colectivamente -
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han sido denominadas linfocinae y aunque aán no hay una de­

mostración absoluta de su ~articipaciOn en fenómenos "in.-­

vivo", actualmente se les considera como las mediadoras de_ 

la inmunidad celu1ar. (11) 

Respuesta inm'une !!! !!! mala.ria. 

La malaria presenta como caracterlaticas inm.unolóe;ioa.s_. 

principales: La producción de anticuerpos protectores IgG 

especificos contra los merozoitos,después de multiples inf'e_!! 

ciones. Tambien he.y valores elevados de .inmunoglobulinas en 

el suero en las regiones endémicas· debidas en parte sólo a1_ 

paludismo. Otro factor es la inmunosuppresidn de otros ant:!­

genQs durante el curso de la en~ennedad, y finalmente los 

parásitos despliegan Yariaci6n antigénica. 

Las fo:nnas exoeritrocíticas aparentemente inducen escasa 

o nu1a re spue ata inmuni ta.ria debido a que P. vi vax y otras -
. -

fonnas recurrentes existen por periodos prolongados en la f',! 

se exoeritrocitica,si no aparecen formas en la sangre. 

La respuesta inmune que conduce a la protección se cree, 

por lo general,que se debe a la producción de anticuerpos no 

dependientes del complemento,los cua1ee inhiben la entrada de 

los meroz<.'i tos en el interlor de los erl troci toe del huesped, 

aunque los diversos antígenos producidos durante la infección 

dan por resultado otro tipo de inmunidad adn no entendida. se 
ha demostrado que en los individuos que residen en las zonas 
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endémicaa,disminuye su parasitemia a medida que avanza su edad 

y que los nifios en estas regiones parece que están protegidos 

durante su primer afio de vida por 1as inmunoglobulinas IeG que 

atraviesan la placenta,provenientes de la madre inmunizada du,.. 

ral'+,e e1 embarazo. 

Aunque l.a.s respuestas inmunes deprimidas contra otros ant! 

genos pueden ser demostradas durante las infecciones palúdicas, 

el mecanismo de la inmunosupresión no está claro. Puede resul­

tar de la competencia antigénica causada por la ocupación pre­

via de los macrdfagos con la carga masiva de e.nt!genos,produc! 

da por los parásitos del paludismo,por algt1n producto espec!f! 

co producido durante la infección que actúa sobre los macrc5fa­

gos o por algdn producto que act~e sobre los linfocitos T de_ 

loe animales infectados que son requeridos para montar una 

respuesta protectora efectiva. 

Las :respuestas 1nmunes destructivas debidas a los comple­

~os antígeno-anticuerpo contra los eritrocitos alterados,co~ 

zdn,tiroides o células parieta1es gástricas pueden provocar -

defio mediado por la inmunidad durante la enfermedad. Ciertas 

respuestas inmunes tambien pueden proteger a los parásitos; 

por lo tanto, el curso subsiguiente es el resul.tante de un equ!_ 

l.ibrio dinamico de las respuestas inmunitarias. 

Estudios con vacuna3 ha demostrado que la protección por_ 

estas ea muy especifica; no obstante estos ensa,yos proporcio­

nan una base para trabajo posterior en una vacuna multivalente 

efectiva,aprovechando que ya se pueden cu1tivar loa merozoitos 

in vitro .. 
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FUNDAMENTOS DE LA METODOLOGIA 

Inmuni zaci6n. 

se conoce como inmunizaci6n al proceso mediante el cua1 se 

induce una respuesta inmune en un individuo competente.a cona~ 

cuencia del contacto con un antígeno especifico en for.na natu­

ral o artificial. La respuesta inmune obtenida puede ser humo­

ral, celular o ambas, dependiendo de di versos factores como dosis. 

v!a de aruninistraci6n,tipo de antígeno~ (l.l) 

ObtenciOn de ~ 

Si se inyecta una dosis dniea de una sustancia extrafia a 

un animal in~unooompetente,aparecen anticuerpos especificos en 

el suero ~.l cebo de un tiempo. El primer contacto con el ir.unu­

n6geno da lugar a una respuesta primaria.que se caracteriza -

por la. producción de Igfl!. En el periodo 11amado de inducción o 

latencia,el i~..munógeno es reconocido como extraño,además es -

modificado y se envia a las células que producen anticuerpos. 

Por ejemplo si se inyectan eritrocitos extraños a un animo.l 

inmunocompetcnte,se encuentran anticuerpos a1 cabo de 3 6 4 

dias,la reopuesta primaria frente a este inmun6feno se carac­

terizo. por la producción de IgM; la. clase IgG aparece tiempo 

después. La Igl\1 producida en el ouero se precipita con ácido 

bórico,se purifica en una coiumna de sephadex G-200 y por 
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hemaglutinaci6n se titula haciendo diluciones de la IgM. (9) 

Reacción de Hemaglutinaci6n. 

La aglutinación es una reacción inmunológica que se efectda 

cuando se combinan antígenos con sus anticuerpos específicos. 

Esta reacción se ha usado ampliamente debido a la facilidad con 

que se lleva a cabo y su alta sensibilidad,comparada con la pr~ 

cipi tación •. Sin embargo, esta prueba no perrni te la cuantificación 

exacta de anticuerpos,y los resultados se expresnn en función 

de la dilución mayor que adn se observa aglutinación. {11) 

Células f'onnadoras de anticuemos (Jeme) .. 

Las células ~onnadoras de a.~ticu~rpos (CFA),pueden detenni­

na:rse"in vi tro'' ,mediante la propiedad que tienen los anticuerpos 

producidos,de fijar complemento despu~s de unirGc e su ?..ntícenoº 

El sistema se establece con el uso de células linfoides de un_ 

animal inmunizado con glóbulos rojos de carnero (GRC),las cuales 

se mezclan con GRC y ·a.1 e.grega.r el compleoento se produce lisis 

de los eritrocitos,observandose pequeñas placas líticas,que son 

f~ciles de observar por que el sistema se encuentra en un sopo~ 

te semisOlido de agarosa. En el centro de las placas líticas se 

encuentran células linfoides productoras de anticuerpos. (17) 



-21-

Receptores para !!:, (Roseta.e). 

Sobre la superficie de las células que intervienen en la_ 

respuesta inmune,existen receptores para diferentes estructuras. 

Para identificarlos se han creado varios métodos,uno de ellos_ 

se basa en la aparición de rosetas, formadas por un .lint'ocito o 

por un macr6:f'ago unido a células indicadoras apropiadas. LOs 

receptores Fe (para la :fracci6n cristalizable de la Ig), eori..:_ 

capaces de fijar complejos antígeno-anticuerpo o agregados de 

inmunoglobul.inas con intervención de !a :f'racci6n Fe de estas. 

Si colocamos GRC con Iglli anti-GRC y. células de exudado perito­

neal,se fonnarán rosetae,que pueden cuQDtificarse por observa­

ción al microscopio. Estas rosetas reciben el nombre de Rosetas 

Fe o Rosetas EA. Se considera roseta·cuando la célula tiene -

unidos tres o más eritrocitos. (13,14,15) 

Capacidad ~ ha.logena.ci6n (Mieloperoxidasa.). 

La :f'agoci to sis es un mecanismo para la. eliminación de sus­

tancias extrafias,por ejemplo los microorganismos • .Despu~s de 

~ue una célula ha fagocitado un microorganismo i formado·una 

vacuola digestiva,la :fase siguiente ea su destrucción; uno de 

estos mecanismos es el de la mieloperoxidasa (MPO),en el cua.1 

se :::J:nna un complejo de MPO,per6xido de hidrógeno y un haluro. 

Este mecanismo de acción del complejo consiste en halogenar las 

prote!nas del microorganismo y de esta manera lo destruye. En 
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este caso el haluro ea el ioduro radioactivo y la célu1a fag0-_ 

citica ea una cé1u1a de exudado peritoneal (CEP). La CEP al -

fagocitar el zymosan,capta el Iodo; al fonnarse la vacuola di­

gestiva el iodul'Q radioactivo halogena a la partícula fagocit~ 

da. Estas células se lavan para eliminar el Iodo no utilizado, 

y el captado por la célula se cuantifica,proporcionando la ca­

pacidad de fagocitosis de la célu1a. (18) 

cuantificación ~ linfocitos !:. 

Los linfocitos T pueden diferenciarse de los linfocitos B 

mediante diferentes técnicas. Una de estas técnicas es la de 

la alfa-na.f'til-acetato-esterasa {ANAE). Esta técnica se basa_ 

en capacidad de los linfocitos T de poseer la enzima ANAE que 

no tienen los linfocitos B. Cu.ando se coloca el sustra.to,en -

este caso el alfs-naftil-aceiato,los linfocitos T de una mue~ 

tra.,aprovechará.n dicho sustrato por poseer la ANAE,cosa que no 

sucede con los B. Ya captado el sustrato por los linfocitos T 

se forma un complejo con la para-rosanilida-diazotizada,que se 

hace visible al contrateñir con azul de toluidina,e1 complejo 

(café-rojizo) se puede detectar al microscopio en el citoplas­

ma de las células T. Realizando el contéo en un frotis de 11~ 

~ocitos.puede sacarse un porcentaje de linfocitos T y B reape~ 

1;1 va.mente .. (19) · 
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FUIID.1\.1 iENTOS DE Lft ELECCION DEL TEMA. 
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F01IDA~NTOS DE LA ELECCION DEL TE:1TA. 

Las en.fer.nedades pnr~sitárias causan ~randes pérdidas tanto 

econÓ:nicas como humt:>.nas por lo que su control es un problema -

que necesita ser remediado con prontitud. Los par5sitos fuerón 

los pri~eros a~entea patológicos conocidos, pero sus estudios 

se centrarón en sus ciclos vitales, trans~ision y el desarrollo 

de medicamentos para su control. ~ cuanto a su bioquímica y 

a la respuesta inmune que presenta el hospedero son ~snectos -

de reciente introducción, por lo que su conocimiento es rela­

ti vat:?ente pobre. (7). 

En 1o que respecta a·e1 grupo del Plas~odium, se sabe que 

este protozoario presenta in~ccesibilidad para el sistema inmu 

ne debido a la 1ocalizaciÓn intracelular del parásito, ya que 

tiene la capacidad para alterar su composición antit;énica, pr2. 

duciendose un fracaso por parte del sistema inmune del hosne­

dero para reconocerlo y además libera ~rendes centid~des de 

ant!genos solubl.es que desarrolla tolerancia por na.rte de1 

hospedero y ta~bién estos antígenos pueden funcionar como b12 

queadores similares a 1os descritos para pacientes con enfer­

medades malignas. 

Debido a estas condiciones juz~a!'!los (!ue seria interesante 

la evaluación de las respuestas inmunolÓ'S'icas de defensa tanto 

celular como humoral en un modelo exp,~rimenta]. de malaria en 

ratones infec~adoa con Plnsmodium ber~hei. { 8, 9, 22, 23). Ya 

que este es uno.de loa parásitos causantes de paludismo en los 

roedores. 
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PLANTEA r.f.IENTO DEL PROBLEM'.A. 
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PLANTSA~.ITENTO DEL P!WBL:!:MA. 

El paludisn:o o :!Jalaría es una enfer::ied~.d pn.rásitaria, de -

tipo endémico en territorios trÓpical9s y subtrÓpic~les de todo 

el mundo y ocupados por cerca de la tercer~ Darte de ln pobl~ 

ciÓn mundial. Se h&. cz.lcul::i que entre dos y tres millones de -

personas mueren actualmente a causa de esta enfermedad. (4). 

El género Plas:nodiu:n que es el causs.nte de esta enfermedad 

presenta características especiales al estar parasitando a los 

hospederos, dichas caracter{stic~s son~ 

a) Es un parásito intracelular. 

b) Presenta variabilidad de estadios. 

e) Despliega ~an variación entigénica. 

d) rro confiere inmunidad después de su ataque. 

Debido a esto, presenta cierta innccesibilidad para eJ. 

sistema inmu.nolÓgico (7, 8, 9, 22, 23), esta es la razón por. 

1a que se optó en investigar coso se encuentra el sistema 

inrr.une en ratones infectados con Plasmodiu.~ ber~hei, y compa­

rando dicho sistetma con el de ratones s2.nos. 
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O B J E 1' I V O S. 



-28-

OBJETIVOS. 

~ Objetivo ~eneral. 

Evaluación de algunos factores de la respuesta inmune 

celular y humoral en un :nodelo experir!:!ental de ma.laria en -

ratones. 

!!..:.. Objetivos esnecÍficos. 

a) Determinación de la respuesta inmune celuler, cuantif! 

cando: 

Los receptores para Pe presentes en la membrana de células 

de exudado peritoneal. 

Linfocitos T. 

Capacidad :fagocÍtica de célula.a de exudado peritonea1. 

b) Determinación de la respuesta in:nune hu.moral, ouantif! 

cando: 

células formadoras de anticuerpos en bazo. 

Niveles de producción de anticuerpos. 
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HIPO TESIS •. 
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HIPOTRSIS. 

Debido a que se evaluarón los sistemas celular y hu.~ornl -

y ya que estos sistemas tienen mecanis~os de acción diferente, 

se pueden for:'.lular las sisuientes hipÓte~is. 

a) En lo que respecta a la inmtulidad celul~r. 

Los receptores Fe de ::iembrana en células de exudado ueri­

toneal, no se verán alteni.dos, por que el Pla.smodium es un 

parásito intracelular. 

La población de liní'ocitos T se increocnt~.rá,, por ser estas 

céluJ.as uno de los mecanisr:ios principales contra la fase esp2 , , 
rozoitica del parasito. 

La capacidad ~a~ocÍtica por parte de ln células de exudado 

peritoneal no sufrirá alteración significativn., ya que la faP,.2, 

citosis no es efectiva contrn este parásito. 

b) La inmunidad humoral no estará. alterada ya que el ataque 

del Plasmodiu::n ber~hei en ratones casi sie~pre es ful~innnte -

en.poco tiempo,en ratones in:fectndos con este parásito este -

proceso de defensa no. alcanzará a actuar en ~lenitud. 
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M A T E R I A L Y E Q U I P O. 
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?!ATERIAL. 

Cajas de Petri, 10 cm de ~. Corning. 

Cámara para anestesia, 10 X 25 cm. 

cá~aras de Neubauer, Bencton Dikison. 

cámaras de tinciÓn, 9 X 6 cm. 

Coladores ~alla 7 20. 

Colurma para crooato~ra:f:Ía, 800 x 15 mm, Pharme.cia, Fine 

Chemicals. 

Cronómetros, English Cloc~ Syste~s. 

Cubre hemat:!metros, Bencton Di~ison. 

Cubreobjetos 22 :x: 22 mm, ~.!ADESA. 

Dilutor, Cooke Laboratory Products. 

Espátulas de acero inoxidable. 

Equipo de disección, Stainless. 

Frascos estériles, 100 y 200 ml, Lux. 

Gradillas pera 12, 24 y 36 tubos. 

Jaulas con tapa para ratones, 45 x 30 cm. 

Jerin~as de plástico estériles de 1, 5 Y 10 ml, Bencton -

Dikison. 

?.rarcadores, Esterbrook. 

1,ratraces a:f0rados de 100, 250, 500 y 1000 ml, Pyrex. 

Matraces Erlenmeyer de l.25, 250, 500 y 1000 ml, Pyrex. 

~Jrecheros de Bunsen. 

Micro!)ipet::s, 0.05 ml, Clinipette. 

Perillas de seguridad. 

Pipetas -?;Taduadas de 0.5, l, 5, 10 ~' Pyrex. 
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Pipetas Pasteur, s1:1 .graduación. 

P1acas para microtitul.aciÓn, 12.7 x 9.5 cm, Cooke 

Laboratory Products. 

Portaobjetos, 75 x 25 mm, P1ain. 

Soportes con base de hierro. 

Tab1a de disección, 40 x 25 cm. 

TUbos de ensaye, 13 x 100 y .12 x 75 mm, Pyrex• 

Tubos de Khan, 12 x 75 mm, Benkton Dikison. 

Tripies de hierro~ 
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EQUIPO. 

Autoclave, 12 1ts, Presto. 

Balanza. ana1Ítica, !t!ettler, mod. H - 80. 

Balanza grall2.taria, Ohaus, cap. 600~. 

Baño de agua con temperatura controlada, Precision. 

Centrifuga clÍnica, 8 camisas, Sol-Bat, mod. V - 2. 

Colector de fracciones, L.K.B., mod. 2112. 

Contador de cente11eo para radiación ~amma, Abot. 

Espectrofotómetro, Zeiss, mod. Pm 2DL. 

MicroscÓpio co~puesto, .American Optica1, mod. One - Ten. 

Potenciometro, Sargent-Welch, mod. PBL 400. 

Refrigerador, Phi11ips, mod. 127 ve A. 

Vortex, Vortex ~ Genia. 
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MATERIAL BIOLOGICO. 

Plasmodium berghei. 

La cepa de este protozoario nos fue donada por el Q.F.B. 

Juan Francisco Senchez Ruiz. utilizando como medio ratones -­

in:fectados. Se sabe que esta cepa con la qua trabajamos :fue -

traída de Inglaterra 1 aislada en Africa. 

Ratones Q.!!. !.:. 

Esta cepa de ratones la proporcionó e1 bioterio de la 

Escuela Nacional de Estudios Profesionales Zara~oza. 

GlÓbul.os rojos ~carnero. 

Estas célliü.as se obtuvierón de un carnero adu1to de1 bio~ 

terio de la escuela mencionada. se consevarón en alsever. 

esterilizado previamente. 

Complemento ~ rata. 

El suero de donde se obtuvo el complemento, es proveniente 

de ratas _del bioterio antes mencionado. 
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I-'!1\1' anti-GRO. 

Esta innunoglobu1ina se obtuvo de ratones d~ 1a ceµa aD i. 
inmunizados con G1Óbu1os rojos de carnero (GRO). 
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R-E A e T r V o s. 
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RE.ACTIVOS. 

Acetona, J. T. Baker, 50 ml.. 

- . Acido acetico, J. T. Baker, 50 mi. 

Acido bÓrico, Técnica Química, 15 gr. 

Acido c{trico, rrierck, 10 gr. 
Acido clorh{drico, J.T. Baker, 100 m1. 

Acido tricloroacético, J. T. Baker, 50 gr. 

Agarosa, Sigma., 10 gr. 

AJ.f'a - neftil - acetato, Sigma, 5 gr. 

Azida de sodio, :.!erck, 5 gr. 

Azu1 de toluidina, Merck, 3 gr. 

Bicarbonato de sodio, J. T. Balcer, 5 gr. 

Citrato de sodio, r.ronterrey, 45 gr. 

Cloruro de calcio, ~onterrey, 25 gr. 

Cloruro de magnesio, J. T. Baker, 20 gr. 

Cloruro de potasio, \\~erck, 15 gr. 

Cloruro de sodio, !:!onterrey, 50 ~· 

Dextrosa, J. T. Baker, 25 gr. 

Eter et!lico, J. T. Balcer, 500 m1. 

Formaldeh{do, Monterrey, 35 rol. 

Fosfnto de potasio mono básico, J. T. Balcer, 10 gr. 

Fosf'ato de sodio dibásico, Técnica Qu:Ímica, 15 gr.~ 

Fosfato de sodio monobásico, Técnica Química, 10 gr. 

Giemsa, Sigma., 30 m1. 

Hidróxido de sodio, !1fonterrey, 25 gr~ 

Ioduro.de sodio Cr125), NEN, 0.1 mOi. 
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Nitrito de sodio, J. T. Baker, 10 ~r. 

Para-rosa-anil.ina, Sigma, 5 gr. 

Rojo de fenol., Sig:na, 0.5 gr. 

Sepha.dex G - 200-40 (Particule size J.0-40), Sigma, 150 gr. 

Tiosul.fato de sodio, J. T. Baker, 5 gr. 

Trietanol.amina, J. T. Ba.!(:er, l.5 ru. 
Tris (hidroximeti1) - aminometano, Merck, 30 ~. 

ZYmosan, Sigma, 6 gr. 
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l'.f E T O D O L O G i A. 
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PRBPARACION DE SOLUCIONES 

solución salina fisiológica. 

Es una solución sal.ina isotónica. se disuelven 8.5 gr. de 

cloruro de sodio en l litro de a.gua destilada. (11) 

solución salina citra.tada. 

se disuelven 4 gr. de citrato de sodio en 1 litro de sol!! 

ción salina fisiológica o isotónica. (11) 

solución a111ortiguadora 2 f'osfátos ( PBS). 

Para obtener un pH de 7.2 y una concentración de 0.15 M 

pesar los siguientes componentes: 

NaCl 

KCl 

. ~ ............... . 
·············~··· 

Na2HP04 •••••••••••••• 

KH2P04 ••••••••••••••• 

8 gr. 

0.2 gr. 

1.15 gr. 

0.2 gr. 

Disolver y aforar a 1000 ml. con agua destilada. (14) 

Lfguido ~ Turk. 

Medir 3 ml. de ácido ac4t1co glacial y aforar a 100 ml.. con 

agua destil.ada.añadirle dos gotas de azul de metileno. (25) 
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solución salina amortigu.ada. 

se preparan las siguientes soluciones: 

Solución A. N~Cl •••••••••••• 8 gr. 

KCl ••••••••o•••• 0.4 gr. 

Mgso4 .7H20 ••v•.•• 0.2 gr. 

Na2HP0
4 

••••••••• 0.045 gr. 

KH2P04 •••••••••• 0.060 gr. 

Disolver en 500 ml. de agua desti1ada 

Solución B. Disolver en 500 ml. de agua destilada 0.147 gr. 

de Cac12.H20 • 

Solución c. Disolver 1 gr. de glµcoea en 10 ml. de agua 

destilada y mezclar con 1000 ml. de la solución 

a partes iguales· de las soluciones A y B • 

Solución n •. Disolver 0.002 gr. de rojo de fenol en 10 ml. 

de agua. destilada y e.fiadir la mezcla A+B+C • 

Solución. E. Disolver 19.1 gr. de Tris {Aminometilidintr.i.­

metanol en 800 ml. de agua destilada y ajustar 

el pH a 7.4 con.HCl. Afore.r a 1000 ml. con e.gua 

destilada. 

Solución de trab~jo. Mezclar volumenes iguales de la solg 

ci6n E y de la mezcla A+B+C+D y reajustar el pH a 7.4 ei es -

necesario. (12) 
• 
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suspenci6n de células de exudado peritoneal. 

a). Sacrificar a los ratones por dislocación cervical. 

b). Inocular por via intraperitoneal 5 ml. de solución sa­

lina citratade fr!a,agitar a el animal. 

da. 

c). Cosechar las células del peritoneo con pipeta Pasteur. 

d). Lavar las células 3 veces con soluci6n salina amortigu~ 

e). Ajustar al n'Omero de células y utilizarlas de inmediato. 

El ajuste se hace contando le.s células en la ca.mara de -­

Neubauer y relizando el calculo correspondiente. (11) 

SUspención de glObulos rojos de c2rnero (GRC). 

a). centrifugar a 1500 rpm la suspensión de GRC (conserva­

dos en. alsever) durante 5 minutos. 

b) •. Lavar el botón celular obtenido con solución salina -

fisiológica. 

c}. Después de tres lavadas se ajustan volumen a volumen 

en solución salina fisiológica a la concentra.ci6n deseada. (11) 

Medio esencial mínimo ~ Ea.gle ( !IIEM). 

Disolver 0.96 gr. del medio en 100 ml. de e.gua destilada. 

Se ajusta el pH a 7.2 (color salmón) con bicarbonato de sodio 

y se esteriliza en autoclave a 15 libras. (24) 
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Solución Alsever. 

SU composición consiste en: 

Glucosa ··············~··········· 
Citrato de sodio di hidratado ••••• 

Acido cítrico hidratado •••••••••• 

20.5 gr. 

8 gr. 

0 •. 55 gr. 

Cloruro de sodio ••••••••••••••••• 4.2 gr. 

Disolver en 1000 ml. de agua destilada. Esterilizar en -

autoclave a 10 libras por 15 minutos,e1 pH final será de 6.1 • 

Esta soluci6n se utiliza como medio para contener a 1a 

sangre de carnero en relación de volumen l:l ,y se deja en l'!. 
frigera.ción una semana para que se estabilicen las células. -

además no deberán usarse pasado un mes de su recolecci6n. (ll) 

Zl,lllosan preopsonizado. 

a).. Pesar 50 mg. de zymosá.n y resuspender en 5 ml. de e&tm 

destilada. Lavar 3 veces centrif'ugando a 3000 rpm por 5 min •• 

b).. Resuspender el paquete en 5 ml. de suero de rata. 
o e).. Incubar a 37 e por 20 minuto e. 

d). Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. 

e).. Tirar el aobrenadante y lavar dos veces con agua dest! 

lada. 

t). Al fihal adicionar 5 ml. de agua destilada 7 poner en 

refrigeración hasta su uso. (24) 



Solución formol-ca1cio ~ Baker. 

a). Medir 54.05 ml. de fo:rmaldehido comercial (al 37~) y 

a~orar a 500 ml.,obteniendoae una solución al 4~. 

b). A la solución anterior agregarle 5 gr. de cloruro de 

calcio y disolverlo. Guardar esta solución en refrigeración 

hasta ~ue se utilice. (13) 
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ME!rODOLOGIA 

OBTENCION DE IgTd ANTI-GRC 

A·- Inmunización ~ loe ratones. 

Para la obtenci6n de IgM anti-GRC (G1obu1os Rojos de Carn~ 

ro): Inocular a los ratones 0.2 ml. de GRC al 107' en eoluci6n 

salina isotónica por v!a intraperitoneal. Sangrar a los rato­

nen a los siete días después,separando el suero. (11) 

B.- PreciPitaci6n de la~ 

1.- A un litro de ácido bórico (a1 2~ en agua desti1ada) 

adicionar gota a gota con agi.taci6n 50 ml. de suero. 

2.- Dejar la mezcla suero-ácido bórico a temperatura am-­
biente por ~o minutos. 

).- Recupera"r el precipitado por centrifugación a 2000 rpm 

por 5 minutos a temperatura ambiente. 

4.- Decantar el sobrenadante dejando invertidos los tubos 

sobre un papel filtr? para que pe1inita el drenado del liquido. 

5.- Adicionar 2 ml. de amortiguador de fosfátos a cada tubo 

solubilizar y combinar los precipitados disueltos. 

6. - montar una columna de sephadex G 200.:..40 y separarla 

corriendo con un amortiguador de fosf!tos. (11) 
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c.- Separación en Sephadex ~ 200-40. 

1.- Calentar 17 gr. (peso seco) de Sephadex G 200-40 en -

aproxi.mada:nente 750 ml. de PBS (solución amortiguadora de fos 

fátoa) en un baño de agua hirviendo durante 5 horas. Esto PI"2, 

porciona un abastecimiento de gel suficiente para una columna 

de 100x2.5 cm •• El hincha.miento del gel es más rápido a1 he~ 

v:l.r y después a temperatura. ambiente se expele el aire del gel. 

2.- Enfriar el gel a temperatura de manejo. Generalmente_ 

la temperatura ambiente es la adecuada,pero al tratarse de rn~ 

teria1es lábiles puede usarse a 4°c. El gel puede vaciarse a 

igual temperatura,ya que 1os gases son más solubles a tempe~ 

turas bajas por 10 que puede correrse a esta temperatura. Pu~ 

de haber formación de burbujas si se vacia a 4ºc y se corre a 

temperatura ambiente. 

3·- Se debe desgasificar el gel al vacío. Las burbujas de 

aire en el gel defo:rman las bandas de prote!nas durante el. c2_ 

rrimiento. 

4·- Vaciar el gel dentro de la columna a lo largo de una_ 

varilla de vidrio para evitar la fonnación de burbujas. Tener 

cuidado de que la columna esté vertica1. Todo el gel debe ser 

vaciado en la columna a un tiempo. Usar una extensión de tubo 

o reservorio. Dejar destapada la columna durante el empacado. 

La columna de l00x2.5 cm. ~arda generalmente 5 horas para su 

sedimentación. 

s.- Empacar la columna haciendo pasar por lo menos dos 
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volumenee de solución amortiguadora. El adaptador de flujo se 

requiere.si la columna tiende a empaquetarse después de varias 

corridas-, o es que se esté corriendo la columna demasiado rápi­

do. El sobreempaquetamiento puede evitarse haciendo el flujo_ 

cromatográfico,descendiendo y ascendiendo alternativamente. 

6.- Aplicación de la muestra. 

a). La superficie del gel no debe ser removida durante la 

aplicación de la muestra,ya que puede causar la distorci6n de 

las bandn .. s. Para protección de la superficie del gel se coloca 

una malla de nylon. 

b). Colocar la.muestra con una pipeta Pasteur. 

e). correr la columna con PBS que contenga azida de sodio 

0.01 molar. La azida no absorbe a 280 nm •• 

d). Colectar muestras de 2 ml •• 

e). Leer en el eapectrofot6metro a 280 nm. y separar la -

fracción correspondiente. 

f). Realizar una hemag1utinac16n para titular la IgM anti­

GRC, Ya purificada. (14) 

Esta IgM enti-GRC la uti1izamos pará la.formación de las 

Rosetas Pe • 
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REACCION DE HEr.1.AGLUTINACION 

Esta técnica se utilizó para titular la IgM anti-GRC, y -

para titular la producción de anticuerpos en el suero de rato­

nes infectados y ratones no'l'!!lales. 

1.- Colocar 50 microlitros de PBS a cada pozo de la placa. 

2.- Agregar 50 microlitroe de la muestra en el pozo 1,e ir 

diluyendo al doble progresivamente hasta el pozo 11,dejando el 

pozo 12 como testigo. 

3.- Agregar a todos los pozos 50 microlitros de GRC al 1% 

en PBS 

4.- Incubar a 37º e por una hora. 

5.- Leer el titul.o de hemaglutinación. (11) 



-51-

ROSETAS Fe 

1.- Colocar 5 ml. de GRC al 5~ en SSA (soluci6n se.J.ina 

e.mortiguada). 

2.- Affadir 5 ml. de SSA,con una cantidad subaglutina.nte de 

IgM, mezclar en el vortex. 
o . 

).- Incubar a 37 e por 30 minutos. 

4.- Lavar 2 veces los GRC con SSA. 

5.- Reauspender en 5 ml. de SSA,quedando los GRC sensibil~ 

zados y al 5%,listos para ser utilizados •. 

6.- Colocar 0.25 ml. de CEP (células de exudado peritonea.l) 

ajustadas a 2 millones por ml.,previa.mente l.avadas dos veces 

con SSA. 

7.- Añadir 0.25 ml. de GRC al l~ ya sensibilizados,resue-

pender en el. vortex. 

8.- Centrifuga.r a 1000 rpm por l. minuto. 

9.- Dejar reposar a temperatura ambiente por 15 minutos. 

lo • .:. Tirar la mitad del sobrena.dante con una pipeta •. 

11.- Resuspender suavemente. 

12.- Colocar una gota de la suspensión en un portaobjetos 

y colocarle de inmeQtato el cubreobjetos. 

13.- Observar al microscópio,contando el porcentaje de 

rosetas por cada cien CEP contadas. 

se considera rosetas a l:as célul.as que tienen 3 6 más ert­

trooi tos unido a. (14, 15, 16) 
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CELULAS PORMADORAS DE ANTICUERPO 

-Jeme-

l.- Preparar los ratones inmunizados (3 6 4 d!as antes, -

con 0.2 ml. de GRC a1 10% por via intraperitoneal) y sacrifi­

carlos por dislocación cervical. 

2.- Todos los pasos siguiente deben hacerse en baño de 

hielo. 

).- Se extrae el bazo y se coloca en la tapa de una caja 

de petri que contenga medio esencial minimo(r.!EJ',:). El bazo se 

lava en ?i:EM pera eliminar los pelos del ratón que pudieran 

haberse adherido. 

4.- El bazo lavado se pasa a la caja de petri,se añaden 2 
ml. de TliEl'd y se le hace un corte por un extremo y con varilla 

de vidrio se oprime el bazo contra la parede::i y fondo de la 

caja exprimiendose en direcci6n del corte. Debe evitarse en lo 

posible romper la capsula del bazo. 

5.- Una vez que se ha extra!do la mayor cantidad posible 

de célu1as,se desecha la capsula o sus restos y se recoge la 

suspensión en una pipeta Pasteur. Se absorbe y se expele la -

suspensi6n varias veces,de tal fon:na que se desintegren los 

grumos más grandes• Después se recoge la suspensión usando la 

misma pipeta,se pasa a un tubo de ensaye de 13xl00 y los gxu­

mos más grandes se dejan sedimentar de 3 a 5 minutos. 

6.- se deca..~ta la suspensión y con ayuda de una pipeta se 

pasa por una malla fina,recibiendo el sobrenadante en otro 

tubo de ensaye. 
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7.- Se hace una dilución 1:20 (si ee de tres d!as) 6 1:30 

{si es de cuatro días después de la inmunización) de las cé1~ 

con MEM 

8.- En un tubo de ensaye se mezclan 0.1 ml. de la suspen­

sión de células y 0.15 ml. de una suspensi6n de GRC {a1 2~ 

en !1l:EU). Se añaden 2 ml. de ngarosa. al o.8% a 45°c y ae homo­

geiniza la suspensión usando el vortex. La suspensión se vacia 

rapidamcnte en una caja de pe tri y se di atribuye la agarosa -

por toda la caja con movimientos rotatorios. Lo anterior debe 

hacerse lo más rápido posible con el fin de evitar la formación 

de grumos al solidificar el medio. Es importante que las sus-

pensiones de las células de bazo se sigan conservando en el b!!; 

fio de hielo con el objeto de contarlas posterionnente. 

9.- Se deje reposar la caja en una superficie ple.na hasta 

que solidifique 1a agarosa. se siembran de dos a tres cajas por 

cada suspensión. 
o 10.- se incuban las placas a 37 e durante 45 minutos. 

11.- se agrega a cada caja 1.5 ml. de complemento fresco 

diluido 1:10. Se distribuye por toda la superficie de la placa 

y se incuban a 37ºc por 30 minutos. 

12.- se hace el contéo de las células de la suspensión en 

la ca.mara de Neubauer con el liquido de Turck. 

13.- Después de incubar la cajas se cuentan las placas 

hemolíticas que aparesca.n en cada caja y se hace e1 calcul.o 

de células formadoras de placa por bazo. (17) 
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CAPACIDAD DE HALOGENACION 

1.- Colocar 0.35 ml. de una mezcla que contiene: 

a) Amortie;uador de fosfáto de sodio 4xlo-3m, pH 7.4 • 

b) Cloruro de sodio 0.128M • 

e) Clozuro de potásio l.2xl0-2M • 

d) Cloruro de calcio io-3M • 

e) Cloniro de magnésio 2xl0-3M • 

f) Glucosa 2xlo-3r.i • 
g) Ioduro de sodio 8xl0-5M (0.05 microcuries de r 125 ). 

2.- Adicionar 50 ml. de zymosan preopsonizado,y colocar 50 

ml. de agua destilada. 

3·- Incubar a 37°c por 30 minutos. 
6 4.- Adicionar O.l ml de la suspensión celular (20xl0 /ml.), 

mezclar e incubar a 37°c por 20 minutos. 

5.- Detener la reacción con O.l ml. de tiosulfato de sodio 

(O.OlJi!) y 1 ml. de ácido tricloroacético,a.l 10%. 

6.- Centrifugar a 2000 rpm por 15 minutos •. 

7.- Desechar el sobrenadante y lavar el botón 4 veces con 

ácido tricloroacético al 10% • 

8.- Realizar el conteo de radioactividad en un contador de 

centelleo. 

Introducir un blanco donde lleva todo,menos las c~lulas. 

Tambien introducir un estandar conteniendo la cantidad total 

de r125 en la mezcla de reacción. (18) 
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CUANTIPICACION DE LINPOCI!l'OS T 

-Actividad ANAE-

l.- Preparar una solución que contenga l gr. de pararosa­

anilina disuelta en 20 ml. de agua desti1ada y 5 m1. de ácido 

clorh!drico,enfriar y filtrar. Almacenar a 4°c en la oscuridad. 

2.- Preparar una solución acuosa al 4i de nitrito de sodio 

(pre pararla al momento). 

3·- Mezclar las dos soluciones anteriores en partes igua.1es 

y aei tar un poco hasta que apare zoa un co1or ambar. 

4.- Preparar una extensión de células de bazo en un porta­

objetos y dejar secar a temperatura ambiente. 

5.- Fijar en una solución de fo:nno1-ca.lcio de Baker fria 

a pH de 6.7, a 4°C por 10 minutos. 

6.- Lavar los frotis en agua destilada a tempera.tura ambie~ 

te por 20 minutos 

7.- Incubar las preparaciones en un medio que contiene 40 

ml. de amortiguador de fosfátos 0.0671'1, pH de 5. Adicionar 

2.4 ml. de pararosaanilina diazotizada (que se obtuvo de la -

mezcla de las primeras dos soluciones) y 10 mg. de alfa....na.ftil 

acetato disue1to en 0.4 ml. de acetona. 

8.- La mezcla se ajusta a pH de 5.8 usando hidróxido de -

sodio lN. 

9.- Las preparaciones se incuban a temperatura ambiente -

durante 21 horas. 



10.- Las preparaciones se 1ava.n en agua destilada por 40 

minutos y se secan. 

11.- Contra.teñir con azul de toluidina (en solución acuosa} 

al. l~) durante 60 minutos • 

12.- Se cuantifican loa linfocitos ANAE positivos,si apa­

recen en au citoplasma manchas café rojizas,por cada 100 lin­

focitos contados • 

ANAE significa alfa-naftil-acetato-esterasa. (19) 
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INFECCION DE LOS RATONES 

Loa ratones fueron infectados con 0.1 ml. de una suspensión 

de eritrocitos de otros re. tones que habiamos infectado con el 

Plasrnodium berehei. Estos eritrocitos se conservaban en conge­

la.miento y fueron tratados de la fonna siguiente: 

Los glóbulos que se deseen conservar se lavan tres veces_ 

con salina normal. A su paquete se acrcgan cuatro volumenes -

iguales de solución al 40~~ de glicerol (con citrato de sodio al. 

2%) en PBS. se mezclan bien~se tapan y se rotulan. La conge­

lación puede hacerse en cualquier congelador,exceptuando el de 

los refrigeri:i.dores. 

Para descongelar se retira el tubo del congelador y se deja 

a temperatura a~biente,hasta que tome el estado l~quido. Se · 

centrifu6a y se tira el sobrenadante. se agregan ocho volumenes 

de solución de glicerol al 15% en citrato,se centrifuga y tira 

el sobrenadante (que sale de color rosado). se hacen los si­

guientes lavados en la misma Ionna,con las soluciones de glice­

rina en menor concentraci6n(7.5, 5.0 y 2.5/.), hasta terminar 

con uno o más lavados de salina isot6nica,que debe sa.lir sin -

señales de hem6lisis. Los glóbulos quedan listos pera ser uti­

lizados. El paquete celular queda resuspendido en solución sa­

lina. iaot6nica,en una proporción del 10%. (27) 
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RE.SU L TA DO s. 
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RESULT.ADOS. 

Co~no se observará en las tablas que están a continuación. 

No se observó diferencia significativa en ninl!Ullo de los 

:factores in':'unes ev2luados entre ratones infectados y ratones 

normales. 

Para detectar esto utilizamos la prueba de "U" ( ~~a.nn -

Whi tney), que una prueba con la cual se ha.ce un análisis mu..v 
estricto, por consecuencia se tiene una ~ayor se¡:;uridad en 

dicho análisis. 

En cuanto a. la. infección de los ratones, se obtuvo un 

porcent::-.je de in:fecciÓn en sus eritrocitos del 10 e.1 15~ a 

los 15 dias de infección. 

A contini~cir5n se explica el método de análisis estadis­

tico de '~ann ·:rhitney con su tabla correspondiente. Además . se 

realiza un ejempJ.o par~. su mejor conprension. 

:?inalmente se observar2n las tablee-de resultados, en 
•' donde loe ratones que les corresponde un nu..~ero non son los 

ratones infectndos de pa.ludismo, y n los ratones que les corres 

ponde número par serán los ratones sanos. 
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Probabilidad de '\Tann "Thi tney. 

l. Se tienen dos ;ni9os, uno de ratones normales ~ otro -

de ratones infectados con Plas~odiu.~ ber~hei. 

2. Cada grupo esta foT!:'lado de cierto nÚ~ero de ele~entos -

que son nl. y n
2 

res pe et ivarnente. 

3. A cade elemento de ambos ~ru?OS se les ennu.~era en orden 

progresivo, de acuerdo a sus valores que presentan, esient!lld~ 

].es la. nu::ie:-~.ciÓn J., 2, ), . . , etc. 

4. En el caso de dos Ó o?.s ele~entos ten~.n el. ~isno va1or 

los nú.r:ieros correspondientes del orden pro~resivo se su.'can 

entre sí y se dividen entre el nÚJaero de elementos, es decir -

si los nÚIJeros que les correspond ié'.n erzn 4, 5 y 6, se suman -

estos y se dividen entre el nú~ero de elementos, en este caso 

es 3, e. estos se les e.si~ el vnlor obtenido, y al si~iente 

eJ.eciento en el orden pro";'!'esivo se les pone el nÚ:-:1oro si.o;uiente 

en este caso el mbero 7 y as:f sucesivamente. 

5. Obtenido el orden creciente de ambos rrru~os, se procede 

a sumarlos, cada .~rupo por senarado. 

6. }. la su.'Ila de cad~. grupo oe les asigna con la letra ~ Y 

R
2 

respectivamente. 

7. Se les aplica la siguiente relación ~ara encontrar u1 Y 

U
1 

= I1J_ n2 + l/2 n2 (n2 -~ l) R2 

U 2 = ~ n 2 + 1/2 ~ ( ~ + l) Hi 



,,... 
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8. Obtenidos los valores de u1 y u2 , se toma. el menor.' 

9. En la te.bla de probabilidad de :.rann Whitney, buscar -

el número de intersección de ~ y n 2 • 

10. Si el valor de U es menor o igual que el obtenido en 

l"s tablas, los .~pos en cuestión son dii"erentes estadistic.! 

ronnte, con una p menor de 0.05. (20). 
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Ejemplo. 

En un experimento de receptores para Po por la técnica de· 

rosetas, en ratenes inf'ectados con Pl1:1.s:nodium ber."!hei, con un 

porcentaje del 10% de eritrocitos infectados. 

RATONES NOIDI..ALES RA~ONES INFECTADOS 

u1 º2 
Resultado Orden ResuJ.tado Orden 

E:xperimenta.1. Pro.greeivo. Experimental. Progresivo. 

3 2 5 5 

5 5 l.3 14 

7 9 7 9 

12 13 2 1 

5 5 l.O 12 

4 3 7 9 

8 ll 26 15 

6 7 30 16 

~ = 8 !\ ::a 55 n = 8 2 R2 = 81 

!htstitu,yendo en la formul.a se tiene: 

ul. = (8)( 13) + 1/2 8(8+1) 81 - 19 

u2 = (8)(8) + 1/2 8(8+1) 55 = 45 
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Se e1ige u1=19, por ser este e1 menor. 

Bl número de intersección en las tablas de ~=8 y ~=8,· -

corresponde a el 13. 

El valor de u1 es mayor al encontrado en 1as tab1a.s, ~or 

lo tanto, no hay diferencia significativa entre las dos pobl~ 

ciones. En otras palabras la P> 0.05 (r.'Iann 'thitney). 
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Curva ~ ~ separación de IgM. 

Después de la precipitación de la IgM, esta se purificó 

en una columna con Sephadex G-200, J.as muestni.s de TgM se' 

separarón en un colector de fracciones, y se midió la densidad 

Óptica, result:'lndo la si.~iente gráfica. 

"ll.O. 

o.~ 

o.~ 

D. o. = Densidad Óptica. 

~bo = NÚmero de tubo en el. colector. 
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cé1uias ~or.nndora.s ~ enticuerpos. (Jeme). 

RATON CSLUL.AS 'FOR.:''_i\DORAS DE PL.l\C.A POR BAZO. 

1 41580 

2 11808 

3 21528 

4 15552 

5 29760 

6 44400 

7 8268 

8 3600 

9 35904 

10 20340 

11 4692 

12 6000 

13 22656 

14 22656 

15 18000 

16 8208 

P?0.05 No es significativo. (~·Te.nn Whitney). 

Notas Los ratones con nÚmero non son los ini"ectados, -

los ratones con nÚmero par son los sanos. 
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Recentores para ~ (Rosetas !!) 

R.A.TON 7> DE ROSETAS. 

J. 5 

2 3 

3 13 

4 5 

5 7 

6 7 

7 2 

8 12 

9 l.O 

10 5 

11 7 

12 4 

13 26 

14 8 

15 30 
16 6 

P> 0.05, fio es si~i:ficativo. ( Mann \Vhi tney) • 
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Técnica de microhemaglutinaciÓn. 

Esta técnica se utilizó para la titul.aciÓn de anticuerpos. 

RATON TITULO 

1 256 

2 1.28 . 

3 128 

4 128 

5 64 

6 128 

7 64 

8 64 

9 256 

10 256 

11 

12 128 

13 256 

14 64 

15 64 

16 512 

P;>0.05, No es signif'ioativ-o. (r.ra.nn 'l'lhitney). 



-69-

Cuenta~ linfocitos T. (~técnica de ~). 

nota: llNAE = Alfa - naftil. - acetato - esterasa.· 

R.ATON PORCENTAJE DE LINFOCITOS T 

l. 83 

2 73 

3 74 

4 65 

5 94 

6 .88 

7 21 

8 80 

9 62 

10 78 

ll 86 

12 83 

13 85 

14 72 

15 76 

16 77 

17 78 

18 79 

19 79 

20 70 

p ')0.05, No es significativo. {Ma.nn Whitne7) .. 
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Capacidad ~ ha.1ogenaciÓn. (.L:!Q). 

Nota: !11PO = Miel.operoxidasa. 

Ju.TON ACTIVIDAD (CPM). 

1 68 

2 73 

3 62.5 

4 63.5 
5 29 
6 125 

7 78 
8 27 .s 
9 13 
10 32 

11 61 

P? 0.05, No es significativa. (~Jann i'Thitney). 
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DISCUSION DE RESULTADOS. 
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Discusión de reoultados. 

Se puede enf'ocar desde diferentes puntos de vista, el 

explicar la causa por la que no hubo diferencia si~ificativa 

en los resultados obtenidos. 

Puede decirse que el periodo de inf'ecciÓn es muy corto 

para poder encontrar diferencias entre los factores medidos 

de los ratones infectados y 11s ratones normales. 

Otro parámetro que pudiera. tomarse en cuenta es el porcen- · 

taje de eritrocitos infectados en los ratones tratados, que 

:fue relativar.iente pobre (10 - 15 ~), lo cui?.l no pcrmi tir{a 

ninguna reacción si~ificativa. 

Finalmente, también hay que considerar que en 12 mayor 

parte del period.o de infección, el parásito se :nnntiene en la 

fase intracelular, lo cu.al, se interpone para una reacción 

in.'IIU?le efectiva. 

Para saber cual o cuales parámetros considerados anterio! 

mente, son decisivos para la ex:plica.ciÓn de estos resultados, 

se podr{an reo.l.izar otr0s experimentos en los cualt)s se ~u_ineE 

tára el periodo y el. porcentaje de infección, tal. vez cambiando 

las cepas de ratones y de l.oe parásitos. 
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e o N e L u s I o N E s. 
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e o N e L u s r o N E s 

Basa.ndonos en lo quo est& establecido en la lite:ratura,la 

cual nos menciona algunos co.nbios en el sistema inmune de los 

afectados por el paludismo,esperab2mos al,zunas alteraciones -

en el sistema inmune de nuestros ratones infectados. Estas a! 

teraciones,especificedas en nuestras hip6tesis,no sucedieron 

en los resultados de nuestro experimento. 

Después de realizar el a..~álisis correspondiente a la exp! 

rimentaci6n de este trabajo,se puede decir, que a las dos se­

manas de infecci6n de los ratones con Plasmodiu~ bcrghei, y -

con un porcentaje de infecci6n en sus eritrocitos del 15% apr~ 
ximade.mente,no hay diferencia sig=iificativa de los factores -

evaluados·del sistema inmune de los ratones infectados,compa.­

randolos con los factores de los ratones normales. 
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B r B L r o G R A F r A. 
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