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EVALUACION DE AIGUNOS PACTORES DE LA RESPUESTA INMUNE
EN UN MODELO EXPERIVENTAL DE MALARIA EN RATONES

INTRODUCCTION

Sinonimia y agente etiolégico.

El paludismo tiene varios sinénimos,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
pardsitos del paludismo. Se encontirsron por primera vez en 1880
por Lzveran,y su ciclo vitel en los eritrocitos humanos fué
descrito por Golgi. lLas sugerencias de Manson permitieron a loss
demostrar,en 1838 la transmisién del paludismo aviario por los
mosquitos y posteriormente,en ege mismo aflo,Grasei,Bignami y'
Baatiznelli demostraron el mecaniemo de trensmisién del palu-
dismo humano. (2)

Los agentes etioldgicos del pzludismo en el hombre son:

Plasmodium vivax, Plasmodium malarize, Plasmodium falciparun y

Plagsmedium ovzle,

En roedores los agentes etioldgicos sgson: Plasmodium berghei

¥ Plasmodium lnowlesi.




Distribuecibn mundial.

P, vivax,se encuentra ampliamente difundido,en especial en
las zonas ecuatoriales, tropicales, subtropicales y templasdas;
es el que tiene una mayor distribucién mundisal.

P. falciparum,prepondera en las regiones tropicales,en epg-
pecial en la costa ocecidental de Africa,tambien en regiones
templadas.

P. malaripe,estd locelizado principalmente en Ceilén,
Malasia,Huewa guinea,Brasil y las aAntillas.

P. ovale,se localiza en Africa intertropical,Egipto,India
¥y PFilipinas. (1)

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

Paludismo en Néxico.

En la historia de 1la medicina,el paludismoe es tan antiguo
como el mAs primitive de los eseritos médicos. Sin embargo,
la historia de este padecimiento en Kéxico,antes de la Epoca
Precolombina,estd encerrada en la misma incégnita que el origen
de la malaria en Anmérica,ya que no se ha precissdo si esta en-
fermedad existia o0 né antes del descubrimiento del nuevo mundo,

México,con gran parte de wu territorio dentro de 1la zona
twropical, presenta condiciones favorables para la transmisién

del paludismo. Antes de la caompaile de erradicecidén en 1955 el



ntmero de defunciones snuales,alcanzaba cifras de 25,000, y
esto situsba 2l padecimiento dentro de las cinco primeras cau-
sas de muerte.

En 1955 se cred ls CGomisién Nacional para la erradicacién
del Paludismo (C.N.E.P.),dependiendo de 1la S.S5.A. ¥y en 1956,
ge hicieron los preparativos para lsnzar las operaciones de -
campo,que incluyeron el reconocimiento geogrifico,el censo de
casas,cartografia,y estudios epidemioldgicos para delimitar el
Ares afectada y las caracteristicas del paludismo. Se adiestrd
g todo el personal y se realizd un programa de informacidn -
naciongl. (1) |

Desde 1961,el paludismo en México ha dejado de ser un pro-
blema grave de salud pdblica,y las Areas de consolidacién han

crecido notablemente.

Ciclo biolégico.

El paludismo es una enfermedad transmitida por el mosquite
Anopheles hembra (por ser solo la hembra hematéfaga). Aunque
tambien puede sger inducida por transfusiones procedentes de -~
donadores con paludismo, 0 por material quirdrgico contaminado.

Los Anopheles son insectos dipiteros,nenatbceros,de la fa-
milia de los eullcidos,subfamilia de los anofelinos. Su cuerpo
estd dividido en tres partes: cabeza,tédrax y abdomen. La ca~

bezas tiene por delante de los ojos la trompa,situsda en la



parte media,y de dentro afuera los palplos y las entenas.

Al iguzl que todos los mosquitosg,los Anopheles,insectos de
metamorfosis completn,presentan desarrollo amcuético, ILas dis-
tintas feses del desarrollo requieren solo unos dias en las -
me joreg condiciones.

Los Anopheles no suelen vivir en las aguas:muy contaminadas
de las grandes ciudades,por 10 que se consideras una enfermedad
rural. La guarida de los inscctos puede ser matural, o creada
por el hombre,como arrozales,canales de riego y fosas. E1 aggua
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 dfes.

Como se dijo con anterioridad,el hombre adquiere el palu-
dismo por lg picedura de un mosguito infecfado,que le inocula
esporozoitos. Estos desaparecen rapidemente de la sangre y se
alojan en las células del parénquimg hephAtico,en las cualgs se
desarrollan,segnentan y esporului. BEsta es la fase preeritro->’
citica y asintomitica della infeccidn. Al llegar a la madurez
los merozoitos escepan de las c¢é€lulas dél higado Y renetran en
los eritrocitos,con lo que comienza el ciclo hemético de la -
enfermedad. En todas las variedades del paludismo,exceptuando
a la terciana benigna (P. falciparum),uns parte de los mérozoi
tos invaden a otras células tisulares,y esté vetapa de le infeg

cidn,el ciclo exoerifrocitico,puede proseguir dursnte varios



~Be

afios ¥ originar recrudecencias o recaidas clinices. ILa fase
de esquizogonia se produce en los eritrocitos,m consecuencia
del desarrollo y segmentacién de los merozoitos,

Cuando el hematfe estalla,los merozoitos infectan = otros
eritroecitos y el ciclo comienza de nuevo. Esta rotura perio-
dica de los eritrocitos es la causa de los caracteristicos -
celssfrios del paludismo, Por causas atin desconocidas,algunos
de los merozoitos que invaden = los hematfies no siguen el ci-
clo de reproduccién asexual,sino que se convierten en formas
gsexuadas: los gametocitos masculind y femenino. La evolucidn
de estas formas no prosigue hasta que el mosquito hembra ingie
re la sangre que los contiere. En el intestino del mosquito,
el gameto masculino madura y da origen a los microgametocitos
méviles flagelados,uno de estos fecunda al gameto femenino y
se forma asf el cigoto. En la pared del intestino,el cigoto
ge transforma en oocisto,dentro del cual se forman los esporo-
zofltos infectantes. (4,5,10)

En 1lg hoja siguiente se esquematiza el cielo biolbgico del
Plagmodium ,
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Cuadro clinico.

El periodo de incubacidén eg variable,segin la especie de

Plasmodium de que se trate. Para P. yvivax y falciparum es de

10 a 15 dias; para P. ovale de 11 a 16 dfas,y para P. malarias
e 28 a 37 dias.

Los sintomas consisten en paroxismos de calosfrios,fiebre
¥y sudoracidn,que se presentan a intervalos regulares,dependien
do dél tiempo en que se completa el ciclo esquizogbnico eri-
trocitico. Asi P. vivax y P. ovele lo completan en 48 horas,
produciendose un paroxismo cada tercer dia (por lo que se le
llama fiebre terciasna). ©P. malariae cada 72 horas,por 1lo que
se produce un paroxismo cada cuatro dfas (por lo que se le
llama cuartana)s; P. falciparum es més irregular y puede causar
paroxismos cada 24, 36 6 48 horas. _

El inicio gsintomAitico generalmente es brusco,con calosfrios,
fiebre de 40 a 4l°C,cefa1eas,mia1gias,taquicardia ¥ polipnea.
Déspués de varias horas,la fiebre =risis acompafiada de sudora-
¢idén profunda. Sin embargo no es raro que el cuadro febril -
sea gtipico especialmente en los primeros dfas del padecimiento,
cuando el clclo eritrocitico n¢ se ha sincronizado.

El cuadro clinicé de la malaria suele durar 2 a 3 semanas;
es excepcional que evolucione durante mis de un mes. Esto tam-
bien nos permite diferenciarlo de otros padecimientos febriles.
(4,5)



Entre otros trastornos pueden observar espleno y hepatome-
galig,ictericia y siempre se presenta anemia. P. vivax y P.
falciparum pueden causar formas graves llamadas Formes Perni-
ciosas,en las que se puede presentar coma,convulsiones y pero

cardiaco. (1,4)

Diagnéstico y tratamiento.

En las freas endémicas de malaria,el diagnéstico de labdbora
torio se hace mediante frotlis delgado de séngre 0 por la téc-
nica de gota gruesa; los cusles mse tifien con giemsa. Deberﬁh‘
de tomarse muestras de sangre con un intervaloAde 6 horas hasta
encontrar el paridsito o durante 4 dfas,para darlo como negativo.
Las reacciones serolSgicas hasta la fecha no han dado‘resulta- '
dos satisfactorios.

En los cortes histolégicos del bazo o del higado,en las -
células del sistema reticuloendotelial,puede encontrarse pig-
mento mglarico lo cual nos indicard que el paciente tuvo,en -
los Gltimos meses, o que tiene peludismo. (6) '

Para destruir las formas eritrocfticas, o sea para tratar
el cusdro c¢linico (tratahiento supfesiﬁo) podr4 . emplearse —-—
amodiaquina, cloroquina,mepacrina,proguanil o quining,por via
oranl, siendo los dos primeros medicamentos los de eleccidn.

Ja adninistracién parenteral‘sélo ests indicada en casos graves
o en enfermos que no puedan ingerir el medicamento,volviendo a
1a via bucal tan pronto como sea posible; por esta via se puede

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

ademis habri que asdministrar primaquina,que actda contra las
formas exoeritroéiticas y‘reduce la posibilidad de recafdas -
{cura radical); tambien puede emplearse primetamina.

Se ha demostrado la aparicién de cepas resistentes a los
medicementos espec{ficos. En la actualidad se ha observado
aparicidn de resistenciz g todos los f4rmacos disponibles, de
modo que si ¢l cuadro clinico nc cede ni disminuye la parasi-
tosis,es urgente cambiar s un medicamento diferente del que ge
habia iniciado; para estos casos sze ha recomendado la quininas.
La asociacidén de antimaldricos con sulfonas ¢ sulfonamidas

logra controlar mejor las cepas registentes. (5)
Prevencién. -

En las zonas endémicss,es recomendable la proteccién de lés
casas con tela mosquitero en puertas y ventanas,y el uso de in~
gecticidas regiduales aplicados en paredes y muebles.

Cuando una persons tiene que viajar a zonas endémicas de
paludismo, se puede recomendar como profildctico la cloroquina.

En los bancos de sangre debe evitarse tener como donedores
a personas que hayan padecido paludismo.

El medicamento de eleccidén en la actualidad para profilaxis
eg el pamoato de ciclogusnilo,que esg aplicado en una inyeccién

que se mantiene en niveles protectores por més de 4 meses. (4)
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RESPUESTA INMUNE

La observacién de que algunas enfermedades infecciosas difi
cilmente se repetiamn en el mismo individuo, llevo a la busqueda
de los factores y mecanismos que se hallaban involucrados en -
este fenémeno. En la actualidad se sgbe que es el resultado de
la respucsta inmune provocada por el primer contacto con el -
agente infecciosd ¥ que se efectua por protefnas plasméticas
llamadas anticuerpos (respusgta inmune humoral) y por los pro-
ductos de células especinlizadas conocidos como linfocitos sén—
Bibilizados (respuesta inmune celular).

Lz respuesta inmune tiene cuatro caracterfsticas,que la -
diferencian de cualquier otro fenémeno biolégico. En primer -
término,la respuegta es inducible debido a que =zolo se presenta
cuando wna sustancia inductora,llamada antfgeno penetra.en el
organismo. En segundo lugar, la respuesta es especifica y un
sujeto inmunizado con wun antigeno dado no presente inmunidad -
rera otro gntigeno diferente. La tercera carmcteristica es la
memoria que se refiere al hecho de que el segundo contacto con
un determinedo antigeno da por resultado una respuesta més ré~
rida y vigorosa (respuesta secundaria) que en la primera O0Coww
ai6n (respuesta primaria).. Pinalmente la respueéta inmune ——
puede sex transferible. de un sujeto inmune e otro que no lo eb,
ya sea por medio de suero que4contenga enticuerpos o de linfo-
citos sensibilizadoa,

El establecimiento de la respuesta inmune requiere de la
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interaccién de varios tipos celulares que colaboran entre si.
Todo parece indicar que para el inicio de la respuesta,es nece
paria alguna modificacién en la estructura o presentacién del
antigeno,efectuada por los macréfagos. Posteriormente inter-
vienen los linfocitos,de los cuales se conocen dos variedades,
conocidas como T ¥y B. Los linfocitos T o timodependientes re-
quieren de 1la presencia de dicho organo linfoide para adquirir
la aptitud de responder a ciertos antfgenos,dar origen a los
linfocitos sensibilizados y cooperar con los B. lLos linfocitoé
B se diferencien como tales en la bolsa de Fabricio de las aves
0 en glgin otro organo linfoide,zun no identificado plenamente
en los mamiferos. De cuzlquier modo,los linfocitos B son los
precursores de las células plasniticas que son las que elaboran
¥y secretan grandes cantidades de anticuerpos. En uno y otro
" cas0,los linfocitos que han estado en contacto con los antige~
nosg, sufren modificaciones en su metabolismo y tienen alteracig
nes morfolégicas tales que culminan en una divisién celular
acelerads asimétrica,la cual resulta en la formacibn de células
terminales (linfocitos sensibilizados y células plasmiticas) ¥y
c¢élulas de memoria {linfocitos T de memoria y linfocitos B de
memoria) .

Respuesta inmune humoral.

Una de las caracteristicas més 1m§ortantes de la respuesta
inmune es su especificidad. Por lo que toca a los anticuerpos



este es un fenémeno en el que estd establecido que estas molé-
culas pueden reconocer al antigeno que indujo su formacién, aun
en pregencia de otras moléculas.

Cuando la reaccién antigeno-gnticuerpo ge realiza en un
organismo viviente,se desencedena una gerie de acontecimientos
que conducen g la eliminacién efeétiva.del complejo formado;
Puede bastar la interaccitn del antigeno con el anticuerpo para
neutralizar la actividad bioldgica delhprizero,como es el caéo
de algunos virus y toxinas (neutralizaciébn}. Si ei~ant1geno'
forma parte de una célula, la unién con su snticuerpo hace que
este sufra modificaciones en su conformacidén y,a consecuencia
de ello pueda interaccionar con otras moléculas y células que
favorezcan la eliminacién del antigeno.

En este dltimo caso,se encuentra la activecidén secuencial .
de unag gerie de proteinas plesméticas,colectivamente conqcidaé
como sgistema de complemento (C). ZEstas proteiﬁas pueden asi
convertirse en enzimag,por 2lteracidén de su estructura,y libe~
rar fragnentos con zctividadeg biolbgicas diversas. La}activg
ci6n del complemento pro?oca un gumento en la permezabilidad =
capilar por lo que,de los vasos sanguineos,sale 1lfquido que -
puede diluir a ciertas toxinas,llevar consigo sustancias enti-
microbianas ¥y provocar uha zonag gue limite_la dispersidn de -
gérmenes., Tambien se forman factores gquimiothcticos _qize atraen
neutréfilog al lugar donde estén ioa microorganismos,las fago-
citan y los destruyen. Otros factores del complemento sufren

modificaciones estructurales y en contgcto con células;pexmiten
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que estas se adhieran g macr6fagos o a otras células con recep
tores para tales componentes modificadog del complemento,favo-
rece la formacién de anticuerpos contrz ellos mismos,con lo -~
que se incrementa la eglutinacién de los microorganismos (inmu
noconglutinzeién) y se faverece su fagocitosis. PFinglmente la
accién del complemento sobre ciertas bacterias y células da =
por resultgdo su lisis.

El complemento es un formidable efector y smplificador de
la respuesta inmune y su particivacidén en la eliminecidn de -
gémenes es de gran importancia; sin embargo,es el mismo el =~
que puede activarse en forma exagerada y conducir a las reac--
ciones de hipersensibilidad,en las que hay destruccitn de cé-
lulas y tejidos del propio organismo.

Uno de los primeros elementos estudigdos e identificados ~
en la regpuesta inmune fuercn los anticuerpos, se encontraron
en plesma y liquidos extravasculares. Fueron loceslizadoa en -
la fraccidn gamma del suero,razén por la que les denomind las
inmunoglobulinas (Ig). Después de estudios con tratamientos -
enzimédticos sobre la.molécula de Ig se encontraron dos porcio-
nes. La fraccién cristalizaeble,que ec constante en las Ig , -
{Fc), tiene la meyor sectividad biolégica,puede mctivar comple-
mento,fijarse en membranas celulares,atravesar placenta,etc. .
La fraccibn variable (Pab), que es la fraccidn que le da espe-
cificidad a 1la molécula y la que se combina con los antigenos.

Hey cinco tipos de Ig en el hombre, son la IgG, IgM, IgZA,
IgD e IgE. lLas cuales se pueden identificar entre si por
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caracteristicas fisicas, quimicag y biolégicas.

Respuesta inmune celular.

ILa respuestz inmune mediada por linfocitos timodependientes
tardé en ser plenamente reconocido y analizada debido a la =
falta de una metodologias epropiada que permitiera conocer los

mecanizmos en ella implicados.
Koch demostrs que el estado inmune g lycobecterium tuber

culonig se puede poner de manifiesto mediante pruebas cuténeas
en lasg cuales se inyectan dosis pequefiag del producto del metaw
bolizmo del microorganismo (tuberculina o PPD),lo cual da por
resultado que al cabo de unas 24 horag aperezca un eritema =
(enrojecimiento) e induracién,loczlizados en el sitio de la
inoculacidn. Esie +tipo de reacciones fueron llamedas de hiper-
sensibilidad tardia para diferencisrles de las reacciones de
hipergensibilidad inmediata,las cuales se manifiesten segundos
o minutos después de la inoculacibdn del antigenoc. '

Lis reacciones de hiyersensibilidéd inmedieta pueden trang
ferirse por medio de anticuerpos, & diferencié de las tardias_
en cue no es pogible por éste medio. Fueron‘Landstéiner Y Chase
quienes lo lograron utilizando células linfoldes provenientes_
de sujJetos inmunizados. Posteriormente se demostré que no era_
indispensable cue los linfocitos estuvieran intactos, ¥y que ~-
las células roias o una sustancia dimlizable obtenida de ésteas
{factor de.transferencia) también eran capaces de transferir -~



la respuesta inmune celular,

Desde luego que la inmunidad celular no s6lo esté asocia
de con el bacilo tuberculoso pues otros microorganismos con_
las caracteristicaes comunes de tener vida parasitaria intra~
celuler (virus,ciertas bacteriss y hongos), inducen excelen-
tes respuestas celulares. Exisien evidencias que en el recha
zo de transplantes intervienen linfocitos sensibilizados a -
los antigenos de membrana celulzr del donador. Este rechazo_
a transplantes es un caso particuler de un fendmeno mucho —-
més generzl de reconocimiento de célules con entigenos dife-
rentes a los propios, situacién que frecuentemente se presen
ta en el caso de aparicién de ¢élulas azberruntes, potencial-
mente neoplésicas, que pueden surgir por mutzcidén de células
nomales a causa de factores del medio embiente, tales como_
radiaciones, sustancias quimicas o zgentes biolégicos.

Los experimentos "in vitiro" han logrzdo dilucidar los —-
mecanismos de la inmunidad celular. Cuzndo se cultiva una po
blacién de células linfoides provenientes de un sujeto innue
ne en presencia del sntigenc especifico, se nresentasn cambiog
morfoldgicos y metabbélicos gque pueden estudiarse con facili-
dad. La interaccién antigeno-linfocito sensibilizado se lle-
va a czbo por receptores especificos en la membrana de éste_
cuya estructura y propiededes son muy similares a la de los_
anticuerpos. Esta unién conduce a que el linfocito sumente -
de tamafio, prolifere y forme una serie de sustancias golubles
que gon liberadas en el medlo. Estas sustancias son glicopro

ted{nas con actividades bioldgicas diversas, colectivamente -
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han sido denominades linfocinas y asunque atdn no'hay ung de-
mostracidén absoluta de su participacién en fehdmenoa~"in'—+
vivo", actualmente se les conasiders como las mediadoras de_

la irnmunidad celuler. (1})

Resgpuesta inmune en la malaria.

Lo malaria presenta como caracterfsticass inmunoldgicéq_
principales: La produceién de anticuerpos proteéctores IgG
egpecificos contra los merozoltos,después de mulfiples infeg
cliones, Tambien hey valores elevados de.iﬁmunogiobulinaa en_
el suero en las regiones endémicas'debidag en parfe 86lo al_
peludismo. Otro'factor es la inmunosuppresién de otros anti-
genos durante el curso de la enfermedad, y'finahnente los ~
‘parésitos despliegen variacién antigénica.

ILizas formas exoeritrociticas aparentemente inducen'esoaaa
o nula respuesta inmunitaria debido a que P. vivex y otras -
formas recurrentes existen por periodos prolongedos en la fa
se exoeritrocitica,si no aparecen formas en la pangre.

La respuesta inﬁune que conduce a la proteceién se cree,
por 1o general,que se debe z la produceién de anticuerpos no
dependientes del complemento,los cuales inhiben la entrada de
los merozcitos en el interior de los eritrocitos del huesped,
aunque los diversos antigenos producidos durante la’infecciOn
dan por resultado otro tipo de inmunidad aftn no entendida. Se
ha demostrado que en los individuos que regiden én las zonas
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endénicas,disminuye su parasitemia a medida que avanza su edad
¥ que loa nifiog en estas regiones parece que estén protegidos

durante su primer afio de vida por las innunoglobulinas IgG que
atraviesan la placenta,provenientes de la madre inmunizada du~
rarnte el embarazo.

Aunque las respuestas inmuneg deprimidas contra otros anti
£endg rueden ser demostradas durante las infecciones palddieas,
el mecanismo de la inmunosupresién no estid claro. Puede resul-
tar de la competencia antigénica caugada por la ocupacidén pre-
via de los m;crdfagos con la carga masiva de entigenos,produci
da por los parfsitos del paludismo,por algin producto especffi
cé producido durante lg infeccidén gue actfia sobre los macrdéfa—~
£08 o por algtn producto que actie sobre los linfocitos T de_
los animales infectados que son requeridos para montar.una
regpuesta protectora efectiva.

Las respuestas inmunes destructivas debidas a los comple;
Jos antigeno-anticuerpo contra log eritrocitos alterados,corg
zén,tiroides o células parietales géstricas pueden provocar -
dafio mediado por la inmunidad durante la enfermedad. Ciertas
regpuegtas inmuneg tambien pueden proteger a los pardsitoss
por lo tanto,el curso subsiguiente es el resultante de un equi
1ibrio dinamico de las respuestas inmunitarias.

Estudios con vacuna3 ha demosgtrade que la proteceién por_
estas es muy especifica; no obastante estos ensayos proporciow
nan una base para trabajo posterior en una vacuna multivalente
efective,aprovechando que ya se pueden cultivar los merozoitos
in wvitro.



PUNDAMENTOS DE La METODOLOGIA

Inmunizacién.

Se conoce como inmunizacién al procesc mediante el cual se
induce una respuecsta inmune en un individuo competente,2 conse
cuencia del contacto con un antigeno especifico en formag natu-
rzl o artificial. ILa respuesta inmune obtenida éuede ser humno-
rel,celular 0 ambas,dependiendo de diverses factores como dosis,

viz de administracién,tipo de antigeno. (11}

Obtencidén de IgM.

Si se inyecta una dosis Gniea de una sustancia extrafia a
un animal innunoconpetente,aparecen anticuerpos especificos en
el suero 21 cebo de un tiempo. El primer contzcto con el inﬁu~
négeno da lugar a una respuesta primaria,que se caracteriza -
por la produccibn de Igli. En el periodo llamado de induccibn o
latencia,el inmunbégeno es reconocido como extrafio,ademés es -
modificado y se envia a las células que producen anticuerpos.
Por ejcmplo si se inyectan eritrocitos extrafios a un animal -
inmunocompetente,se encuentran anticuerpos al cnbo de 3 6 4
dias,la respuesta primaria frente a este inmunéceno se carac~
teriza por la produccidn de Tgll; la clase IgG =parece tiempb .
después. Lea Igli producida en el suero se precipita con 4eido
bdérico, se gurifica en una columna de sephadex G-200 y por
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hemaglutinacién se titula haciendo diluciones de la IgM. (9)

Reaccidén de Hemaglutinacidn.

La aglutinacién es una reaccidn inmunoldgica que se efectla
cuando se combinan antigenos con sus anticuerpos especificoa.
Esta reaccién se ha usado ampliomente debido a 1la facilidad con
que se lleva a cabo y su alte sensibilided,comparada con la pre
cipltacifn. Sin embargo,este prueba no pemite la cuantificacioédn
exacta de anticuefpos,y los resultados se expresan ¢n funcién

de la dilucién mayor que atin se observa sglutinacién, (11)

Célulps formadoras de anticuerpos (Jerne).

Ias c¢é&lulsas formadoraé de anticuerpos (CPA),pueden determi~
narse"in vitro",mediante la propiedad que tienen los anticuefﬁos
producidos,de fijzr complemento después de unirse & su sntigeno.
El sistemé‘se establece con el uso de células linfoides de un_
animal inmunizado con glébulos rojos de carnerc (GRC),las cueles
se mezclan con GRC y &l agregar el complemento se produce lisis
de los eritrocitos,observandose pequefias placas liticas,que son
féciles de observar por que el sistema se encuentra en un sopor
te semis6lido de agarosa. En el centro de las plécas liticas se
encuentran células linfoides productoras de anticuerpos. (17)
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Receptores para Fc (Rosetas).

Sobre la superficie de las células que intervienen en la_
respuesta inmune,exigten receptores fara diferentes estruct@ras.
Pars identificarlos se han creado varios métodos,uno de ellos_
se basa en la aparicién de rosetas,formedas por un;linfocito 0
por un macréfago unido a células indicadoias apropipdas. Los
receptores Fc (para la fraccifn cristelizable de la 1g), son_
capaces de fijar complejos antigeno—anticuerﬁo 0 agregados de
inmunoglobulinas con intervencidn de la fraccifn Fc de emtas.
Si colocamos GRC con IgM anti-GRC y células de exudado perito-
neal,ce formarén rosetas,que pueden cuqntificarsé por observae
¢ién al microscopio. Estas rogetas reciben el nombre de Rosetas
Pc o Rosetas EA. Se considera rogeta cuando la célule tiene -

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

Capacidad de hszlogenacién (Mieloperoxidasa).

La fagocitosis es un mecanismo para 13 61imingc16n de sus-
tancias extrafias,por ejemplo los microofganismog. Despuése de
que una célula ha fagocitado un microorganismo y formado una
vacuols digestiva,la fase siguiente es su demtruccidén; uno de
estos mecanismos es el de la mieloperoxidasa (MPO),en el cusl
se “urma un complejo de MPO,peréxido de hidrégeno y un naluro.
Este mecaniemo de accidn del compléjo congiste en halogenar las

proteinas del microorganismo y de esta meners lo‘destruye. En
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eate caso el haluro es el loduro radiocactivo y la célula fago-.
citica es una célula de exudado peritoneal (CEP). la CEP al -
fagocitar el zymosan,capta el Jodo; al formarse la vacuola di.-
gestiva el iodura radioactivo halogena a la partficula fagocita
da. Estas célulgs se lavan pars eliminar el Iodo no utilizado,
¥y el captado por la célula se cuantificsa, proporcionando la ca-
pacidad de fagocitosis de la célula. (18)

Cuantificacién de linfocitos T,

los linfocitos Trpuéden diferenciarse de los linfocitos B
mediante diferentes técnicas. Una de estas técnicas es la de
la alfe-nzftil-acetato-esterasa (ANAE). Esta técnica se basa_
en capacidad de los linfocitos T de poseer la enzima ANAE que
ne tienen los linfocitos B. Cuando se coloca el sustrato,en -
este caso el alfa-naftil-acefato,los linfocitos T de una mues
tra,aprovecharédn dicho sustrato por posgeer la ANAE,cosa que no
sucede con los B. Yag cgptado el sustrato por los linfocitos T
ge formas un complejo con la para~rosanilida-diagotizada,que se
hace visible al contratefiir con azul de toluidina,el complejo
(café~rojizo) se puede detectar al microscopio en el citoplas-
me de las células T, Realizando el contéo en un frotis de lin
focitos, puede sacarse un porcentaje de linfocitos T y B respec
tivamente. (19)



23

FUNDATBNTOS DB LA ELECCION DEL TEMA.




POUDAXENTOS DE LA ELECCION DEL TEIA.

lLas enfermedades parssitarias causan srandes pérdidas tanto
economicas como humenas por lo que su control es un problema —
que necesita ser remediado con prontitud. Los parisitos fuerdn
los primeros'agentea patolégicos conocidos, pero sus estudios
se centrardn en sus ciclos vitales, transmigion y el desarrollo
de medicamentos para su control. Zn cuanto a su bisquimica y
a la respuesta inmune que presenta el hospedero son essvectos -
de reciente introduceidn, por lo que su econocimiento ez rela-
tivamente pobre. (7).

Bn lo que respecta a-el grupo del Plaswodium, se sabe que
eate protozoario presenta incccesibilidad para el sistema inmu
ne debido a la localizacion intracelular del parésito, ya que
tiene la capacidad para alterar su composicién antigénica, pro
duciendose un fracaso pdr parte del sistema inmune del hosve-
dero para reconocerlo y ademés libera grsndes centidades de -
ant{genos solubles que desarrolla tolerancia vor verte del -~
hospedero y también estos antigenss pueden funcioner como blo
quezdores similares a los descritos para pacientes con enfer-
medades malignas.

Debido 2 estas condiciones juzgamos que ser{a interesante
1la evaiuacién de las resypuestas inmunolégicas de defensa tanto
éelular como humoral en un modelo exparimentsl de malaria en
ratones infectados con Plasmodium bersghei. ( 8, 9, 22, 23). Ya

que este es uno de los parésitos causantes de paludismo en los

roedores.
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PLANTEAMTENTO DEL PROBLIMA.

Bl paludismo o malaria es una enfermedzd parésitaria, de -
tipo endémico en territorios trdpicales y subtropicales de todo
el murdo y ocupados por cerca de la tercerza parte de la pobla-
cion mundial. Se he calcula que entre dos y tres millones de -
rersonas mueren actualmente a causa de esta enfermeded. (4).

Bl género Plzsqnodiur que es el causznte de esta enfermedad
presenta caracter{sticeas especiales 2l estar parasitando 2 los
hospederos, dichas caracteristicas son:

2) Bs un parasito intracelular.

b) Presenta variabilidad de estad{os.

¢) Despliega gran variacion entigeénica.

d) No confiere inmunidad después de su astaque.

Debido a esto, presenta ciertz incccesibilidad para el -
sistema inmunoldgico (7, 8, 9, 22, 23), estz es la razon nor.
la que Se opt6 en investigar como se encuentra el sistema -

inmune en ratones infectados con Plasmodiurnr bershei, y compa-

rando dicho sistema con el de ratones sznos.
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OBJETIVOS.

A. Objetivo general.

.

Bvaluacion de algunog factores de 1la respuesta inmune -
celular y humoral en un modelo experimental de malaria en -

ratones.

N Fons
B. Objetivos especificos.

a) Determinacion de la respuesta inmune celuler, cuantifi
cando:

Los receptores para Fc presentes en la membrang de c€lulas
de exudado peritoneal.

Linfocitos T.

Capacidad fagocitica de ce€lulas de exudado peritoneal.

b) Determinacion de la respuesta inusune huworal, cuantifi
cando:?

¢élulas formadoras de anticuerpos en bazo.

Niveles de produccion de anticuerpos.
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HIPOTESTIS..
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HIPOTESIS.

Debido a que se evaluardn los sistemas celular ¥y huroral -
¥ ¥a que estos sistemas tienen mecanismos de accidn diferente,
se pueden formular las sisuientes hipétesis.

2) Bn lo gue respecta a la inmunidad celular.

ILos receptores Fc de membrana en c€lulas de exudado veri-
toneal, no se veran altersdos, por que el Plasmodium es un -
parasito intracelular.

Ia poblacion de linfocitos T se incremcntara, vor ser estas
células uno de los mecanismos principales contra la fase espo
rozoftica del parésito.

Ia capacidad fagocftica por parte de la células de exudado
peritoneal no sufrira alteracion significative, ya que la fasp
citosis no es efectiva contra este pardsito.

b) Ia inmunidad humoral no estard alterada ya que el ataque

del Plasmodiun berzhei en ratones casi siempre es fulminante -

en poco tiempo,en ratones infectados con este parasito este -

.
proceso de defensa no alcanzara a actuar en vlenitud.
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MATBRYAL.

Cajas de Petri, 10 cm de g, Corning.

Cemara para anestesia, 10 X 25 cm.

Cameras de KNeubauer, Bencton Dikison.

Camaras de tincisn, 9 X 6 cm.

Coladores malla ¥ 20.

Colurmna para cromatograf{a, 800 x 15 mm, Pharmaecia, Pine
Chemicals.

Crondmetros, English Clock Systens.

Cubre hemat{metros, Bencton Dikison.

Cubreobjetos 22 x 22 mm, 'JADESA.

Dilutor, Cooke Laboratory Products.

Espétulas de acero inoxidable.

Equipo de diseccion, Steinless.

Prascos estériles, 100 y 200 ml, Lux.

Gradillas para 12, 24 y 36 tubos.

Jaulas con tava para ratones, 45 x 30 cm. »
Jeringas de pléstico estériles de 1, 5 y 10 ml, Bencton -
Dikison,

Narcadores, REsterbrook,

tlatraces aforados de 100, 250, 500 y 1000 ml, Pyrex.
Matraces Erlenmeyer de 125, 250, S00 y 1000 ml, Pyrex.
Yecheros de Bunsen,

Micropipetas, 0.05 ml, Clinipette.

Perillas de seguridad.

Pipetas graduadas de 0.5, 1, 5, 10 ml, Pyrex.
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Pipetas Pasteur, sin graduacidn.

Placas para microtitulacidn, 12.7 x 9.5 cm, Cooke.
Iaboratory Products.

Portaobjetos, 75 x 25 mm, Plain,

Soportes con base de hierro.

Pabla de diseccion, 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. '
Trzpiea de hierro.
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EQUIPO.

Autoclave, 12 lta, Presto.

Balenza analftica, Mettler, mod. H - 80.

Balanza granataria, Ohaus, cap. 600gzr. .

Bafio de azua con temperatura controlada, Pfecision.
_ Centrifuga cifnica, 8 camisas, Sol-Bat, mod. V - 2.
Colector de fracciones, L.X.B., mod. 2112.

" Contedor de centelleo para radiacidn gzamma, Abot.
Espectrofotdometro, Zeiss, mod. Pm 2DIL.

Microscopio compuesto, American Optical, mod. One - Ten.
Potenciometro, Sargent-Welch, mod. PBL 400.
Refrigerador, Phillips, mod. 127 VC A.

Vortex, Vortex = Genie.
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MATERIAL BIOLOGICO.

Plasmodium berchei.

La cepa de este protozoario nos fue donada por el 7.F.B.
Juan Prancisco Sanchez Ruiz, utilizando como medio retones. -«
infectados. Se sabe que esta cepa con la que trabajamos fue -
traida de Inglaterra y aislada en Africa.

Ratones CD 1.

Esta cepa de mtones la proporc:.ono el bioterio de la =
Bscuela Nacional de Estudios Profesionales Zaragoza.

gldbulos rojos de garnmero.
Estas células se obtuvierdn de un carnero adulto del bio-
terio de la escuela mencionsda. Se consevaron en alsevey, -

egterilizado previamente.

Complemento de rata.

Bl suero de donde se obtuvo el complemento, es proveniente

de ratas del bioterio antes mencionado.
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Izl anti-GRC.

Esta inmunoglobulina se obtuvo de ratones de 1z cepa CD 1,

inmmizados con Globulos rojos de carnero (GRC).
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REACTIVOS.

Acetona, J. T, Baker, 50 ml.

Acido seético, J. T. Baker, 50 ml.

Acido b6rico, Tecnica Qufmica, 15 gr.

Acido cf{trico, Merck, 10 gr.

Acido clorhidrico, J.T. Baker, 100 ml.

Acido tricloroacdtico, J. T. Baker, 50 gr.
Aggrbsa, Sigma, 10 gr.

Alfa - naftil - acetato, Sigma, 5 gr.

Azida de godio, Merck, 5 gr.

Azul de toluidina, Herck, 3 gr.

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

Citrato de sodio, !Monterrey, 45 gzr.

Cloruro de calcio, onterrey, 25 gr.

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

Cloruro de potasio, Merck, 15 gr.

Cloruro de sodio, Monterrey, 50 gr.

Dextrosa, J. T. Baker, 25 gr.

Eter et{lico, J. T. Baker, 500 ml.

Pormaldeh{do, Monterrey, 35 ml.

Fosfato de potasio monobasico, J. T, Baker, 10 gr.
Fosfato de sodio dibdsico, Técnica Quimica, 15 gr.
Fosfato de sodio monobasico, Técnica Qufimica, 10 gr.
Giensa, Sigms, 30 ml.

Hidroxido de sodio, Honterrey, 25 gr.

Toduro de sodio (1125), NEN, 0.1 mCi.
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Nitrito de sodio, J. T. Baker, 10 zr.

Para-rosa~anilina, Sigma, 5 gr.

Rojo de fenol, Sigma, 0.5 gr.

Sephadex G - 200-40 (Particule size 10-40), Sigma, 150 gr.
Piosulfato de sodio, J. T. Baker, 5 gr,

Trietanolamina, J. T. Baker, 15 ml.

Pris (hidroximetil) - aminometano, Merck, 30 sr.

Zymosan, Sigma, 6 gr.
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NMNETODOLOGTIA.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

§91uc16n salina figiolégica.

Eg una solucidén salina igsoténica. Se disuelven'8.5 &Y. de

cloruro de sodio en 1 litro de agua destilada. (11)

Solucifén selina citratada.

Se disuelven 4 gr. de citrato de sodio en 1 litro de solu
cién saline fisiolégica o isotdnica. {(11)

Solucidn amortiguadora de fosfitos (¥BS).

Para obtener un pH de 7.2 y una concentracién de 0.15 M
pesar los siguientes componentes:

RaCl vcececccaccecsaee 8 BT

ECL ccoccovcovccssess 0.2 gre

Na . HPO, vvcocsvsossecs lel5 gy,

27774

m2m4'...-.O.‘.'..... 0.2 gr.

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

Liquido de Turk.

Medir 3 ml. de dcido acético glaclial y aforar a 100 ml. con
agua destilada,afiadirle dos gotas de azul de metileno. (25)
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Solucién saling esmortiguadsa.

Se preparan las siguientes solucioneas:

Solucién a. NaCl veevecensses 8 gre
KCL eeowccovoceese Ood gr.
1gS0,-TH,0 .ovcn. 0.2 gr.
Na,HPO, -ccccce-e 0.045 gr.

4
K}im L 2r B AR I I N N N ] 0-060 gr.

ni§o13er en 500 ml. de agua destilada
Solucién B. Disolver en 500 ml. de agua destilada 0.147 gr.
de ca012.H20 o
Solucién C. Disolver 1l gr. de glucosa en 10 ml. de agua
destilada y mezelar con 1000 ml. de la solucién
e partes iguales de 153 soluciones Ay B .
Solucién D. Disolver 0,002 gr. de rojo de fenol en 10 ml,
4 de agua desgtilada y afiadir le mezcla A+B+C .
Solucién. E. Disolver 19.1 gr. de Triz (Anminometilidintri.
.metanol en 800 ml. de ague destilada y ajustar
el pH a 7.4 con.HC1l. Aforer a 1000 ml. con sgua
destilada. '
Solucidén de trabajo. DMezclar volumenes iguales de la solu
cién E y de la mezcla A+B+C+D ¥y reajustar el pH a 7.4 si a8 -

necesario. (12)
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Suegencidn de células de exudndo peritoneal.

a). Sacrificar a los ratones por dislocacidén cervical.

b). Inocular por via intraperitoneal 5 ml. de solucién ga-
ling citratade fris,egitar 2 el animal.

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

d). Lavar las células 3 veces con solucidén salina gmortigug
da.

e). Ajustar al ntmero de células y utilizarlas de inmediato.

El ajuste se hace contando lss células en la czmara de —-

Neubsuer y relizando el calculo correspondiente. (11)

Suspencién de gl8bulos rojos de czrnero (GRC).

a). Centrifugar s 1500 rpm la suspencién de GRC (conserva-
dos en algsever) durente 5 minutos.

b).. Lavar el botén celular obtenido con solucidn salina -
fisiolébgica.

c). Después de tres lavades se ajustan volumen a volumen

en golucidn salina fisiolégica a la concentracién deseada. (11}

Medio esencial minimo de Eagle (IMEN).

Disolver 0.96 gr. del medio en 100 ml. de agua destilada.
Se ajusta el pH a 7.2 (color sa2lmén) con bicarbonato de sodico
y se esteriliza en autoclave a 15 libras. (24)
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Solucién Alsever.

Su composicién congiste en:

GlUCOBA crvesvevescasscesasscevsee 20.5 gT.

Citrato de sodio dihidratado .ee.s 8 gYr.

Acido cftTico hidratado .eeeceeeeee 0.55 gr.

Cloruro de s0Qi0 cvesvcccsvsconenes 4.2 Yo

Disolver en 1000 ml. de agun destilada. Esterilizar en =
autoclave a 10 libras por 15 minutosg,el pH final serd de 6.1 .

Esta solucién se utiliza como medio para contener o la -
sangre de cammero en relacifén de volumen 1l:l ,y se deja en :g
frigeracidn una semsna para que se estabilicen las células, -
ademés no debersin usarse pasado un mes de su recoleccidn. (11)'

Zymosan preopsonizado.

a). Pesar 50 mg. de zymosén y resuspender en 5 ml. de agua
destilada. Lavar 3 veces centrifugando a 3000 rpm por 5 min.
b). Resuspender el paquete en 5 ml. de suero de rata.'

¢)s Incubar a 37°c por 20 minutos.

d). Centrifugar a 3000 rpm'por 5 minutos.

e). Tirar el sobrenadante y lavar dos veces con agua desti
ladg.

f). Al fihal adicionar 5 ml. de agua destilada y poner en
refrigeraci6n hasta eu uso. (24)
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Solucién formol-celcio de Baker.

a). Medir 54.05 mli. de formaldehfdo comercial (al 374) y
aforar a 500 ml.,obteniendose una solucién al 4% .

b). A la solucién anterior agregarle 5 gr. de cloruro de
calcio y disolverlo. Guardar esta solucién en refrigeracién
hasta que se utilice. (13)
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METODOLOGIA

OBTENCION DE Igit ANTI-GRC

A.~ Inmunizacién de los ratones.

Para la obtencién de Igk anti-GRC (Globulos Rojos de Carne
ro): Inccular a los xatones 0.2 ml. de GRC al 10% en golucién
salina isoténica por via intraperitoneal. Sangrar a los ratow

nes a los siete dfas después,separando el suero. (11l)

B.- Precipitacibén de la Igl.

l.- A un litxo de Acido bdérico (al 2% en ggua destilads)
adicionar gota a gota con agitacién 50 ml. de suero.

2.= Dejar la mezcla suero-ficido bérico a temperatura ale
biente por 30 minutos.

3.~ RecuperzY el precipitado por centrifugacidén a 2000 rpm
por 5 minutos a temperstura ambiente.

4.~ Decantar el sobrenadante dejando invertidos los tubos
sobre un papel filtro para que permita el drenado del liqﬁido.

5= Adicionar 2 ml. de amortiguador de fosffitos a cada tubo
solubilizar ¥y combinaf los precipitadog disueltos. |

6.~ MNontar una columna de Sephadex G 200-40 y sepserarila
corriendo con un amortiguador de fosf4htos. ill)
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C.~ Separacidén en Sephadex G 200-40.

l.- Calentar 17 gr. (peso seco) de Sephadex G 200-40 en -
aproximadamente 750 ml. de PBS (solucidn amortiguadora de fog
f4tos) en un bafio de agua hirviendo durante 5 horas. Esto prg
porciona un gbastecimiento de gel suficiente pars una columns
de 100x2.5 cm. . El1 hinchamiento del gel es mis répido al hexr
vir y después a temperatura ambiente se expele el pire del gel.

2.~ Enfriar el gel a temperatura de manejo. Generalmente_
la temperatura ambiente es la adecuada,pero sl tratarse de ma
terinles 1l4biles puede usarse a 406. El gel puede vaciarse a
igual temperatura,ya que los gases son m4s solubles & tempera
turas bajas por 1o que puede correrse a esta temperatura. Pue
dé'haber formacibén de burbujas si se vacia a 4°G ¥y se corre z
temperaturs smbiente.

3e~ Se debe desgasificar el gel al vacio. lLas burbujas dé
eire en el gel deforman las bandas de proteinas dursnte el co
rrimiento.

4.~ Vaciar el gel dentro de la columna a lo largo de una_
varilla de vidrio para evitar la formacién de burbujas. Tener
cuidado de que lag columna esté vertical. Todo el gel debe ser
vaciado en la columna a un tiempo. Usar una extensién de tubo
0 regervorio. Dejar destapada la columna durante el empacado.
Ia columna de 100x2.5 cm. tarda generalmente 5 horas para su
sedimentacion.

Se~ Empacar la columna haciendo pasar por lo menos dos



-49-

volumenes de solucidén gmortiguadora. E1 adaptador de flujo sge
requiere, si la columng tiende a empaquetafse después'de varias
corrides, 0 es que se esté corriendo la columna demasiado rédpi-.
do. El1 sobreempaquetamiento puede evitarse haciendo el flujo_
cromatogrifico,descendiendo ﬁ ascendiendo glternativamente.

6.- Aplicacién de la muestra.

a). La superficie del gel no debe ger removida durante la
eplicacién de la muestra,ya que puede causar la distorcifn de.
las bandas. Para proteccidh de la superficie dei'gel se coloes -
una malla de nylon. ' ' |

b). Colocar la,muestra con uha pipeta Pasteur.

¢). Correr la columna c¢on PBS que contenga aziaa de sodio
0.01 molar. La azida no. ebsorbe a 280 nm. .

- d). Ccolectar muestrae de 2 ml. .

e). Leer en el espectrofotémetro a 280 nm, y aeparar la -
fraccién correspondiente.

f). Realizar una hemaglutlnacidn para titular i1a IgM anti-
GRC, ya purificada. (14) .

Esta Igh enti-GRC la utilizamos pars la formacién de las

Rosetas Pc .
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REACCION DE HEMAGLUIINACION

Esta técnica se utilizé para titular 1la IgM anti~-GRC, y -
parz titular la produccidn de anticuerpos en el suero de rato-

neg infectados y ratones normgles.

l.- Colocar 50 microlitros de PBS a cada pozo de la placs..

2.~ Agregar 50 microlitros de la muestra en el pozo l,e ir
diluyendo al dodble 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 e 37°c por una hora.

5.~ Leer el titulo de hemaglutinacién. (11)
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ROSETAS PFe

1.~ Colocar 5 ml. de GRC al 5% en SSA (solucién salina -
emortiguada). '

2.~ Afindir 5 ml. de SSA,con una cantidad subsglutinante de
Igi, mezclar en el vortex.

3.~ Incubzr a 37°c‘por 30 minutos.

4o~ Lavar 2 veces los GRC coﬁ'SSA.

5.~ Resuspender en 5 ml. de SSA,quedando los GRC sensibili
zados y al 5%,listos para ser utilizados.. ’

6.~ Colocar 0.25 ml. de CEP (células de exudado peritoneal)
ajustadas a 2 millones por ml.,previamente lavadas dos= veces
con SSA. v

7.~ Afiadir 0.2% ml. de GRC al 1% ya sensibilizados,resus-
pender en el vortex.

8.~ Centrifugar a 1000 rpm por 1 minuto.

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

10.-~ Tirar la mitad del sobrenadante con una pipeta..

1l.~ Resuspender suavemente,

12.- Colocar ung gota de la suspensién en un portaobjetos
¥ colocarle de inmedisto el cubreobjetos.

13.-~ Observar al microscépio,contando el porcentaje de
rosetas por cada cien CEP contadas.

Se congidera rosetas a las células que tienen 3 6 més e?i—

trocitos unidos. (14,15,16)
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CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO

w-J € INEC~

l.~ Preparar los ratones inmunizados (3 6 4 dfas antes, -
con 0.2 ml. de GRC al 10¥% por via intraperitoneal) y sacrifi-
carlos por dislocacidn cervical.

2.~ Todos los pasosg siguiente deben hacerse en bafio de -
hielo.

3.~ Se extrae el bazo y se coloca en la tapa de una caja
de petri que contenga medio esencial minimo{(iEMN). E1 bazo se
lava en MEM pera eliminar los pelos del ratén que pudieran
haberse adherido.

4.~ E1 bazo levado se pasa g la caja de petri,se afiaden 2
ml. de MEM y se le hace un corte por un extremo y con varilla
de vidrio se oprime el bazo contre la paredeg y fondo de la -
caja exprimiendose en direccién del corte. Debe evitarse en lo
posible romper la capsula del bazo.

5.- Una vez que se ha extrafdce la mayor cantidad posible
de células,se desecha la capsula o sus restos y se recoge la
suspensidén en una pipeta Pasteur. Se absorbe y se expele la -
suspensién #arias veces,de tal formy que se desintegren los -
grumos m&s grandes. Despuéds se recoge la suspensibn usando la
misma pipeta,se pasa a‘un tuboe de ensaye de 13x200 y los gru-
mos mis grandes se dejan sedimentar de 3 a 5 minutos.

6.~ Se decanta 1la suspensidn y con ayuda de una pipeta se
pasa por ung mallsa fina,récibiendo el sgsobrehadante en otro =

tubo de ensaye.
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T.- Se hace una dilucién 1:20 (si ez de tres dfas) 6 1:30
(si es de cuatro dias después de la inmunizacién) de las célu
con MEM

8.~ En un tubo de ensaye se megclan 0.1 ml. de la suspen-
si6én de células y 0.15 ml. de una suspensién de GRC (al 20%
en MEN). Se afiaden 2 ml. de ngarosa al 0.8% a 45°c Y se homo-
geiniza la suspensién usando el vortex. ILa suspensién se vacia
rapidemente en una caja de petri y se distribuye la =sga1058 =
por toda la caja con movimientos rotatorios. Lo anterior debe
hancerse lo més r&apido posible con el fin de evitar la fonnaciéﬂ

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

pensiones de las células de bazo se sigan congervando en el ba
flo de hiele con el objeto de contarlas posteriormente. '

9.~ Se dejp reposar lg caja en una superficie plansg hasta
que solidifique la agarosa. Se siembran de dos 45 tres czjas por
cada sugpensidn.,

10.~ Se incuben las placzs a 37°C durante 45 minutos.

1l.- Se agrega g cada caja 1.5 ml. de complemento fresco
diluido 1:10. Se distribuye por toda la superficie de la placa
Yy se incuban a 37°c por 30 minutos.

12.~ Se hace el contéo de las célulass de la suspensifén en
la cemara de Neubauer con el liquido de Turck.

13.- Despuéds de incuber la cajams se cuentan las placés
hemoliticas que aparescan en cads caja ¥ se hgce el calculo

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

le~ Colocar 0.35 ml. de una mezcla que contiene:

a)
b)
c)
d)
e)
)
g)

Amortiguador de fosfdto de sodio 4x10~3

Cloruro de sodio 0.128M .

Cloruro de pot&sio 1.2x107°M .
Cloruro de calcio 107°M .
Cloruro de magnésio 2x10”
Glucosa 2x107SH .

Ioduro de sodioc 8x10™N (0.05 microcuries de I

M, pH 7-4 -

3M.

125)

2;— Adicionar 50 ml., de zymosan preopsonizado,y colocar 50

ml. de

3.-
4o

agua destiladsa.
Incubar a 37°c por 30 minutos.
Adiciongr 0.1 ml de la suspensién celular (20x106/m1.),

mezclar e incubar a 37°C'por 20 minutos.

5.~
(0.01x)
6.~
Tom

Detener la reaccidén con 0.1 ml. de tiosulfato de sodio
¥y 1 ml. de fcido tricloroacético,al 10%.
Centrifugar a 2000 rpm por 15 minutose.

Desechar el sobrenudante y lavar el botdén 4 veces con

Acido tricloroacético al 10% .

8.~ Realizar el conteo de radicactividad en un contador de

centelleo.

Introducir un blanco donde lleva todo,menos les célunlas.

Tambien introducir un estandar conteniendo la cantidad total

de I

125

en la mezcla de reaccidén. (18)
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CUANTIPICACION DE LINFOCITOS T
~Actividad ANAE-

l.~ Preparar una solucién que contengms 1 gr. de pararosa~
anilina disuelta en 20 ml. de agua destilada y 5 ml. de 4cido
clorhidrico,enfriar y filtrar. Almacenar = 4°c en ls oscuridad.

2.~ Preparar una solucidn acuosa al 4% de nitrito de sodio
{prepararla al momento). V

e Mezciar las dos soluciones anteriores en partes igusles
y agitar un poco hasta que aparezca un color ambar.

4.~ Preparar una extensién de cé€lulasz de bazo en un porta-
objetos y dejar secar a temperatura ambiemnte.

5.~ Pijar en una solucién de formol-czleio de Baker fria

a pH de 6.7, a 4°c por 10 minutos.
6.~ Lavar los frotis en agua destiledz a temperatura ambien

te por 20 minutos

7.~ Incubar las preparaciones en un medio que contiene 40
ml. de amortiguador de fosfitos 0.067H, pH de 5. Adicionar -
2.4 ml. de pararospaniling dimszotizada {(que se cbtuvo de la -
mezele de lae primeras dos soluciones) ¥y 10 mg. de slfa~ngftil
acetato disuelto en 0.4 ml. de acetona.

8.~ Ia mezcla se ajusta a pH de 5.8 usando hidréxido de -

sodio 1N.
9.~ Inaa preparaciones se incuban a temperatura ambiente -

durante 21 horas.



10.-~ lLas preparaciones se lavan en agua destilada por 40
minutos y se secan.

1l.~ Contratefiir con azul de toluidina (en solucién acuosa)
al 1%) durante 60 minutos .

12.,-~ Se cuantifican log linfoeitos ANAE positivos,si aps-
Tecen en su citoplasma manchas café rojizas,por cada 100 line
focitos contados . |

ANAE significa slfs-naftil-acetato-esterasa. (19)
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INPECCION DE LOS RATONES

Log ratones fueron infectados con 0.1 ml. de una suspensién
de eritrocitos de otros rztones que habiamos infectado con el

Plasmodium berghei. Estos eritrocitos se conservzban en conge—

lemiento y fueron tretados de la forma siguiente:

Los glébulos que se deseen conservar se lavan tres veces_
con salina normal. A su paquete se agregan cuatro volunenes -
iguales de solucidn a2l 404 de glicerol {(con citrato de sodio =21
2%) en PBS. Se mezclan bien,se tapan y se rotulan. La conge=
lacién puede hacerse en cualquier congelador,exceptusndo el de
los refrigerandores.

Para descongelar se retira el tubo del congelador y se deja
a temvperaturs ambiente,hasta que tome el estado ligquido. Se -
centrifuga y se tira el sobrenadante. Se agregan ocho volumenes
de solucibn de glicerol al 15% en citrato,se centrifuga y tira
el sobrenzdznte {que sale de color rOSado).' Se hacen los si-
guientes lavados en la misme forma,con las soluciones de glice~
rina en menor concentracidn(7.5, 5.0 y 2.54%), hasta terminar
con uno o més lavados de salina isoténica,que debe salir sin -
gefisles de hem6lisis. Los glébulos quedzn listos para ser uti-
lizados. El paquete celular queda iesuspendido en solucidén sa-

ling isoténica,en una proporeidn del 10%. (27)
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RE.SULTADOS.‘
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RESULTADOS,

Como se obgervara en las tablas que estén a continuscion.
No se observs diferencia significativa en ninmuno de los  —
factores inrunes evaluados entre ratones infectados y ratones
normales.

Para detectar esto utilizamos la prueba de »pgn ( Marm -~
whitney), que una prueba con la cual se hace un analisis muy
estricto, por consecuencia se tiene una mayor securidad en -
dicho anadlisis. | o

Tn cuanto a la infeccion de los ratones, se obtuvo un -
porcentaje de infeceion en sus eritrocitos del 10 21 154 23 -
los 15 dias de infeccion. '

A continiscion se explica el metodo de analisis estadis—
tico de Mann Thitney con su tabla correspondiente. Ademzs . se
realiza un ejemplo para su mejor comprension.

Tinalmente se observarsn las tablae .de resultados, en -
donde los rTatones gque les corresponde un numero non son loé -
ratones infectados de paludismo, ¥ & los retones que les corres

ponde nunero par seran los ratones ssnos.
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Probabilidad de Yenn '’hitney.

1. Se tienen dos =zruvos, uno de ratones normales y otro -

de ratones infectados con PMlasmnodium berchei.

2. Cada grupo esta formado de cierto nuzero de elementos -

que son n, ¥ B,

3. A cade elenesnto de ambos gruros se les ennumnera en orden

respectivamente.

progresivo, de acuerdo = sus valores que presentan, =signondo
les la numerzeidn 1, 2, 3, . . . . 5 etC.

4. Pn el caso de dos o mes elementos tenman el mismo valor
los nwaieros correspondientes del orden progresivoe se sw-an -
entre s{ y se dividen entre el nuwaero de elementos, es decir -
si los nuueros que les correspondiesn erzn 4, S5 y 6, se suman -
estos y se dividen entre el mimero de elementos, en este caso
es 3, a2 estos se les esisna el valor obtenido, y al siguiente
elemento en el orden pro=zresivo se les pone el numero sisuiente

V4 .
en este caso el nuzero 7 y asi sucesivamente.

5. Obtenido el orden creciente de ambos grunos, se procede
a sumarlos, cada sruno por senarado.
6. 2 la suma de cada grupo se legc asigna con la letra Rl y

Rz respectivamente.

7. Se les aplica la siguiente relacion para encontrar Ul y

U2-

ff

U, =n, n, + 1/2 np {np + 1) - R,

MRyt /2o (e 1) - Ry
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8. Obtenidos los valores de U, ¥ U, se tome el menor.'

9. En la tzble de probabilidad de Nann Whitney, buscar -
el numero de interseccion de n, ¥ n,.

10, 3Si el valor de U es menor o igusl gue el obtenido en
1as tablas, los zrupos en cuestion son diferentes estadistica

nmente, con una p menor de 0.05. (20).



Bjemplo.

Bn un experimento de receptores para FPc por la téconica de

rosetas, en ratenes infectados con Plasmodium berchei, con un

porcentaje del 10% de eritrocitos infectados.

RATONES NORMALES RATONES INFECTADOS
Ui 02
Resultado Orden Resultado Oxden
Bxperimental. Progresivo. Bxperimental. Prosresivo.
3 o 2 5 S
5 5 13 14

7 _ 9 7T

12 13 2 | 1
5 5 10 12
4 3 7 9
8 11 26 ‘ 15
6 -7 30 . 16
n =8 R =55 n,=8 R,=08

Sustituyendo en la formula se tiene:

U = (8)(3) + 1/2 8(8+1) - 81 = 19
U, = (8)(8) + 1/2 8(841) - 55 = 45



—63-

Se elige Ul=19, por ser este el menor.

Bl nimero de interseccidn en las tablas de n,=8 y n,=8, -
corresponde a el 11.

El valor de Ul es mayor al encontrado en las tablas, vor
lo tanto, no hay diferencia significativa entre las dos pobla

ciones. En otras palabras la P> 0.05 (lann “hitney).
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Tabla de Probabilisdades de Monn Whitneye.

1

2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 7 7 3
L 1 2 3 U] 5 5 7 0 9 10 11 1 12 13 13
5 2 3 5 6 7 3 9 11 12 13 14 15 17 18 19 20
6 1 35 A 0% 10 11 13 14 16 17 19 21 22 24 25 27
7 1 3 5 6 310 12 14 16 108 20 22 24 26 23 30 32 34
3 2 4 6 71013 15 17 19 2 2h 26 29 31 34 36 33 41
9 2 4 71012 15 17 20 23 6 23 31 34 37 39 b2 45 43
10 3 5.8 11 14 17 20 23 26 29 33 036 33 L2 L5 43 52 55
11 3.6 913 16 19 23 25 30 33 37 40 44 47 51 55 53 62
12 1 4 71114 13 22 26 29 33 37 LY A5 49 53 57 61 &5 59
13 1 4 81216 2024 23 33 37 41 45 50 SL, 59 03 G772 76
14 1 913 17 222 26 31 3G 40D AS 50 S5 50 64 67 74 73 83
15 1 51016 13 26 29 34 39 44 45 G4, 59 54 70 75 80 05 20
16 1 611 1% 21y 26 31 3 h2 47 53 59 64 70 75 Al 86 92 0943
17 2 611 17 22 23 b 39 4% 51 57 63 67 75 a1 a7 93 99 105
13 2 71213 26 30 36 42 A3 55 61 A7 7h A0 86 93 29 106 112
19 2 71319 25 32 33 45 52 53 65 72 70 a5 92 99 106 113 119
20 2 01320 27 34 41 43 A5 52 59 945 93 90 93 105 112 119 127




Curva de la separacion de IzM.

Después de la precipitacion de le IgM, estas se purificd
en una columna con Sephadex G-200, las muestras de IgM se -
separaron en un colector de fracciones, y se midio la densidad

o'ptica, resultzndo la sicguiente gra'fica.

.0.

»
o4
o0
0.5
[- 5.9

o1

B 2 b A fcu\)d

D. 0. = Densided dptica.
Tubo = Numero de tubo en el colector.
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Colulas Pormedoras de anticuerpos. (Jerne).

RATON CEZLULAS FORADORAS DE PLACA POR BAZO.

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

P70.05 No es significativo. ('lenn hitney).

Nota: Ios ratones con numero non son los infectados, -

los ratones con mimers par son los sanos.
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Receptores para Fc. (Rosetas EA)

RATON % DE ROSETAS.
1 5
2 3
3 13
4 5
5 7
6 7
7 2
8 12
9 10
10 5
11
12 4
13 26
14 8
15 30
16 6

P> 0.05, lo es significativo. (Mann Whitney).
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Técnica de microhemas~lutinacion.

Esta técnica se utilizo para la titulacidn de anticuernos,

RATON TITULO

1 256
2 128
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 significativo. (Mann Whitney).
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Cuenta de linfocitos T. (Por técnica de ANAE).

Nota: ANAER = Alfa -~ naftil - acetato - esterasa.

RATON PORCERTAJE DE LINFOCITOS T
1 83
2 73
3 T4
4 65
5 9
6 88
7 21
8 80
9 62
10 78
11 86
12 83
13 85
14 72
15 76
16 77
17 78
18 79
19 9
20 T0

P>0.05,' No es significativo. (Mann Whitney).
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Capacidad de halosenacion. (IF0).

Nota: MPO = Mieloperoxidasa.

RATON ACTIVIDAD (CPNM).

68
73
62.5
63.5
29
125
78
27.5
13
32

. 61

IR Y. ST I R SR

E 5

P> 0.05, No es significativa. (Yann ¥hitney).
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DISCUSITON DE RESULTADOS,
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Discusion de resultadoes.

Se puede enfocar desde diferentes puntos de vista, el w-
explicar la causa por la que no hubo diferencia sismificativa
en los resultados obtenidos.

Puede decirse que el periodo de infeccidn es muy corto —
para polder encontrar diferencias entre los factores medidos -
de los ratones infectados y lais ratones normales.

otro parémetro que pudiera tomarse en cuenta es el porcen
taje de eritrocitos infectados en los ratenes tratados, que -
fue relativamente pobre (10 - 15 %), lo cuzl no permitiria -
ninguna reaccidn sienificativa.

Pinelmente, también hay que considerar gue en le mayor -
parte del periodo de infeccién, el parésito se nmantiene en 1la
fase intracelular, lo cual, se interpone para una reaccion -
inmine efectiva.

Para saber cual 6 cuales parametros considerados anterior
mente, son decisivos parz la explicaci6n de estos resultados,
se podrian realizar otrns experimentos en los cuales se sumen
tira el periodo y el porcentaje de infeccion, tal vez cambiando

las cepas de ratones y de los parasitos.
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CONCLUSIONTES,
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CONCLUSIONES S

Basandonos en lo que estA establecido en lg literaturs,la
cual nos menciona algunos canbios en el sistema inmune de los
afectados por el paludismo,esperabrmos slgunas alteraciones -
en el sistema inmune de nuestros ratones infectados. Estas al
teracioneg,especificadas en nuestras hipvdtesis,no sucedieron
en los resulfados de nuestro experimento.

Después de realizar el agndlisis correspondiente a la expe
rimentacibén de este trabajo,se puede decir, que a las dos se-

manas de infeccidén de los ratones con Plasmodium berghei, y -

con un porcentaje de infeccifn en sus eritrocitos del 15% apro
ximademente,no hey diferencia significativa de los factores -
evaluados -del sistema inmune de log ratones infectados, compa-

randolos con los factores de los ratones normales.
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