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PROTECCION DE RATONES ENDOGAMICOS CEPA (57 CONTRA
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Resumen

Se vacunaron por via intraperitoneal cuatre lotes de 20 ratones cada uno utilizando vacuna
antirrabiea Acatlin - V319, El experimento se efectué con ratones hlancos cepa CD-1 y ratones
negros endogamicos cepa C57, incluyendo lotes de cada cepa de ratones con cada tratamiento. Se
incluyé con cada grupo de vacunados un lote de 20 ratones homdélogos ne vacunades, como testigos;
30 dias después de la vacunacion se sacrificaron los ratones de tres de los lotes vacunados, dejan-
dose el cuarto lote de ratones commo testigos vacunados. Las cé€lulas esplécnicas inmunes de cada
raton vacunade fueron transferidas por via intraperitoneal a un ratén homélogo, de tal modo que
se formaron tres grupos de 20 ratones receptores de células inmunes.

Los ratones receptores de células inmunes fueron desafiados por via intramuscular a diversos
tiempos de la transferencia en conjuncién con un lote de testigos vacunados y un lote de testigos
no vacunados, Los tiempos de desalio postrasplante fueron de un dia, siete dias y 12 dias, respecti-
vamente. La proteccion a un dia fue de 0.07%, a los siete dias de 25% vy a los 12 dias de 75%,
en tanto que ninguno de los testigos no vacunados y el 81.25% de los vacunados estaban protegidos
ante el desafio. La proteccién después del trasplante solo ocurrié en los ratones cepa C57. La ele-
vacion de los titulos de anticuerpos fue rdpida, en tanto que la instauracién de la proteccion
requirié de mds de 12 dias para establecer a nivel comparable a las de los testigos vacunados.
Esto parece indicar que la inmunidad humoral es més imporiante que la inmunidad celular. Tam-
bién pudieran interpretarse estos resultados en el sentido de gue las células inmunes trasplantadas
requieran de un periodo de acendicionamiento y adaptacién antes de recuperar su capacidad in-
mune, o bien que Ja produccion local de anticuerpos en el encéfalo fuera mds Gtil en la protec-
cién contra el desafio virulento que la produccién general en toda la circulacién. Sin embargo,
los resultados que aqui se comunican no permiten elegir entre estas posibilidades.

La rabia es una enfermedad infecciosa
del sistema nervioso central causada por un
virus (Johmson, 1965). El virus rabico
en cultivos celulares se comporta como un
virus no citopitico (Hernandez et al,
1976), o bien, causa un bajo nivel de cito-
patogenicidad celular (Hernandez et dl,
1976), lo cual resulta un tanto sorprendente
dado el alto grade de mortalidad asociado
con la infeccion de animales de sangre ca-
liente con este virus (Johnson, 1965). Exis-

Recibido para su publicacion el 27 de julio de
T

! Profesor de Virologia ENEP-Cuautitlan,
Cuauntitlin Izealli, Estade de México, Apdo.
Num. 25,

2 Programa de Investigaciones sobre Derrien-
eue, Instituto Nacional de Investigaciones Pecua-
rias. Km 15.5 Carretera México-Toluea,

Ticnica PEcuaRria

ten en la literatura informaciones de rabia
abortiva en diversas especies animales (Bell,
1975; Mar, Bijlenga y Hernandez, 1971),
¢ incluso el hombre. Los mecanismos de
proteccién preventiva resultan particular-
mente interesantes, ya que es posible obte-
ner un alto porcentaje de ratones con rabia
abortiva si se inoculan primeramente por
via intracerebral con virus HEP (Bell,
1975}, que es un virus no patdgenc para
ratones de 21 dias, y si posteriormente uno
o dos dias después se inocula por via intra-
muscular con una cepa virulenta. Los ra-
tones muestran sintomas de rabia en el
periode de incubacion correspondiente, pero
un alto porcentaje de ellos se recuperan,
mostrando importantes alteraciones clinicas
en el sistema nervioso central durante la
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fase de recuperacién (Bell, 1975). Este tipo
de cobservaciones ha hallado una confirma-
cién accidental en un laboratorista que ha-
bia sido vacunado y que como consecuencia
de una exposicion al virus rabico, mostrd
sintomas clinicos ¥ después se recuperd (Vi-
gilancia Epidemiolégica, 1977). Los medios
de proteccién antirrabica tanto para el
hombre como para los animales (Baer,
1975), han sido conocidos desde hace poco
menos de 100 afios y han sido objetivo de
numerosas modificaciones en cuanto a la
calidad y pruebas de control a que se suje-
tan dichos productos (Baer, 1975). La dis-
ponibilidad de buenas vacunas para uso en
animales hace de la rabia una enfermedad
que puede prevenirse. Dado que los anima-
les son la Elente de infeccion para el hom-
bre la prevencion de la rabia en éstos, re-
duce el riesgo humano. El estado de cone-
cimiento, sin embargo, no es igualmente
adecuado en cuanto a los mecanismos de
proteccién. La inmunidad humoral ha sido
tradicionalmente la forma de evaluar el es-
tado de inmunidad de individuos vacunados
(Arellano, Sureau y Batalla, 1971). Sin em-
bargo, titulos de anticuerpos de 1:25 o su-
periores no bastan para explicar en todos
los casos el comportamiento al desafio, ya
que ocurre que animales sin anticuerpos
detectables sobreviven (Hernandez et al,
1976). Una posible explicacion a este fend-
meno pudiera residir en la inmunidad celu-
lar, que no siempre se comporta paralela-
mente a la inmunidad humoral y que en
general no se mide. La prueba de inmuni-
dad adoptiva se emples en el presente tra-
bajo, con la idea de dilucidar un poco la
patogénesis de la rabia; los mecanismos de
proteccién del animal inmune, asi como las
posibilidades de obtener una inmunidad
pasiva por medio de trasplante de linfocitos
inmunes en ratones endogamicos.

La inmunidad adoptiva es una prueba
de laboratorio que se basa en la transfe-
rencia de células inmunolégicamente acon-
dicionadas a animales cuyos antigenos tisu-
lares sean homélogos a Jos del donador, ya
que de otro modo habria un rechazo in-
mune de las células transferidas. La pre-
sencia de anticuerpos en el receptor de las
células inmunes es una medida indirecta del
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éxito del trasplante y el hecho de que con-
juntamente con la aparicién de anticuerpos
exista una proteccion ante el desafio viru-
lento es una prueba complementaria de que
las células inmunes transferidas siguen sien-
do plenamente funcionales.

‘Material y métodos

Se utilizaron 2 cepas diferentes de rato-
nes, los ratones suizos blancos CD-1 pro-
porcionados por el Bioterio del Instituto
Nacional de Investigaciones Pecuarias
(INIP) y los ratones negros endogimicos
cepa C-57 procedentes del Bioterio del De-
partamento de Derriengue, INIP, SARH.

Para el desafio se empled una cepa de
virus fijo de rabia CVS* obtenido origi-
nalmente del Instituto Wistar de Philadel-
phia. Para este trabajo se prepard un lote
de virus con la técnica descrita por Dean
(1966).

Se titul6 el lote de CVS en ratones blan-
cos CD-1 y negros C-57 de 6 semanas de
edad por via intramuscular, abarcando
maérgenes de 10! a 10~ inoculando 6 ra-
tones por dilucion con 0.1 ml de indculo,
observindose diariamente durante 21 dias.

La vacuna que se utilizd para este tra-
bajo fue la V-319/Acatlan, desarrollada en
el INIP (Bijlenga y Hernéndez, 1978 a, b)
y para los propésitos de este experimento,
se obtuvieron del Departamento de Produc-
cion del INIP, 100 ampolletas liofilizadas
de vacuna comercial de lote 74/F con un
titulo de 10-7.3 UFP **/ml. Se determiné
la dosis 80-100% inmunizante para ambas
cepas de ratones, vacunandolos por via in-
traperitoneal con diluciones 101 a 10 de
la vacuna (200,000 UFP) y desafiindolos
?é%sdias después con 100 DLgo/ratén de

Para la prueba de inmunidad adoptiva
se vacunaren cuatro lotes de 40 ratones de
21 dias de cada cepa.

El primer lote se conservo como testigo
vacunado y fue desafiado 30 dias después
de la vacunacién. Los otros tres lotes de
ratones fueron sacrificados a los 30 dias
de la vacunacién y se procedié a extraer
asépticamente el bazo. Las células del bazo

* C.V.5. Cepa de virus de exposicién.
** Unidades formadoras de placa.
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fueron obtenidas en medio minimo esencial
de mantenimiento adicionade de 2% de
suero. El procedimiento de extraccién
de linfocitos de bazo fue de acuerdo a las
técnicas descritas por Wilson y Billinham
(1967), se procedi6 a efectuar una cuenta
viable y se inoculd por via intraperitoneal
la totalidad de las células obtenidas del bazo
de un ratén a otro ratén de cepa homéloga,
no inmunizado, de 21 dias de edad. Se
llamé donadores de linfocitos a los animales
sacrificados y receptores a los que fueron
inoculados con éstos.

Dado que cada receptor fue inoculado
con el total de las células de un donador
inmune, de cada lote de 20 donadores se
configuré un lote de receptores (animales
receptores homdélogos). Al primer lote de
20 ratones receptores se le desafié un dia
después del trasplante de linfocitos inmu-
nes; al segundo a los 7 dias y al tercero a
los 12 dias de recibir los linfocitos inmu-
nes. Todos los desafios fueron efectuados
por via intramuscular con virus CVS con
100 DI;o/ratén contenidos en 0.1 ml de
indculo. Diez ratones de cada uno de los
lotes receptores fueron sangrados al mo-
mento de hacer el desafio.

El suero obtenido de estos animales asi

Resultados

El lote de CVS preparado para este
estudio poseia un titulo por via intramuscu-
lar de 1047 DLso o sea 5,000 dosis 50%
letales para ratén. Una dilucion 1:5 con-
tenia 1,000 dosis totales por ml o sea los
requeridos 100 DLy en cada 0.1 ml de
inéculo. Esta fue la dosis usual de desafio
utilizada en todo el estudio.

Los ratones blancos cepa CD-1 murieron
en su totalidad independientemente del
tiempo transcurrido entre la transferencia
de linfocitos y el desafio. En el tnico lote de
ratones de esta cepa en que se observ
un 86.2% de proteccion fue en el lote tes-
tigo vacunado, que fue desafiado 30 dias
después de la vacunacion y tenia su titulo
promedio de 1:123 PRT *** de anticuer-
pos en su suero,

Ninguno de los lotes homoélogos cepa
CD-1 de receptores de linfocitos tenia titu-
los detectables de anticuerpos en su suero.

La dosis minima inmunizante 80-100%
de la vacuna fue determinada en 0.5 ml de
la vacuna diluida 1:100, tomando la pas-
tilla liofilizada como de 1 ml y reconsti-
tuida con 10 ml de solucién salina fosfatada
pH 7.2 a 4 C inmediatamente antes de la
vacunacion.

Cuapro 1

Resultados de la prueba de inmunidad adoptiva en ratones Cepa O 5%

Proteccién
LOTE al desafio Titulo de 8 N ?
Testigo no vacunado 0 1:10°
Testigo vacunado 81.25 1:123
Receptor de 12 dias 75.0 1:160
Receptor de T dias 28.0 1:389
Receptor de 1 dia 0.07 1:10

1 Resultado de sueroneutralizacién por reduccién en placa.
2 Dilucién de suero que causé una reducecién del 50 de las placas.

como de 10 testigos vacunados, se empled
para pruebas de sueroneutralizacion en re-
duccion de placas, de acuerdo a las técnicas
descritas por Atanasiu (1966), Sedwick y
Wiktor (1967).

TEcNicA PEcCUARIA

Los resultados de la prueba de inmuni-
dad adoptiva en ratones negros C-57 se
anotaron en el Cuadro 1.

t4%  PR.T. Pruehas de reduccion de placas.
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Cuabro 2

Tiempo de sobrevida de los ratones Cepa-57 que murleron
como consecuencia del desafio

Lote de ratones

Tiempo en horas y desviacién estindar !

Testigo no vacunado
Testigo vacunado
Receptor de 12 dias
Receptor de 7 dias
Receptor de 1 dia

176
300 + 126.4
288 + 115.2
264 = 92,2
192 + 148.7

101

H K

1 No hubo diferencia estadisticamente significativa en los tiempos de sobrevida.

En la Grifica 1 se anotan los datos del
Cuadro 1 para su mejor representacion

visual.

En el Cuadro 2 se anotan datos de tiem-
po de supervivencia en los animales que
murieron como consecuencia del desafio.

Discusién

En experiencias previas Wiktor (1871,
comunicacién personal) trabajando con ra-
tas parabiticas observé que si vacunaba
a una de las dos ratas y luego las separaba
y desafiaba, ocurria que sélo el animal
vacunado estaba activamente protegido, en
tanto que la pareja parabiética no lo esta-
ba. Wiktor parece considerar que los anti-
cuerpos requieren de un periodo de 10 dias
para “ﬁjam"ela] encéfalo y, por lo ianto.
juegan un més importante que la in-
i‘nuﬁidad cel}aufnr Considgl?a que las células
del bazo son poco importantes ya que la
esplenectomia no tiene influencia en los re-
sultados del desafio. Ademés, no fue capaz
de transferir la inmunidad de una rata
vacunada a una receptora con células del
bazo.

Los ratones cepa CD-1, siendo heterogé-
neos desde el punto de vista de sus antige-
nos ti no recibieron el trasplante
de células inmunes, por lo cual no se ob-
servd produccién de anticuerpos ni protec-
cién como consecuencia del trasplante. Los
ratones cepa C-57, por el contrario, tratan-
dose precisamente de una de ratones
con antigenos tisulares homélogos, si acep-
taron el trasplante de células inmunes.
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La prueba que aqui se comunica sirve
como confirmacién de la condicién de Jos
antigenos tisulares de las dos cepas de ra-
tones empleados en el estudio. Dado que los
ratones cepa CD-1 sélo se incluyeron como
testigo de la cepa C-57, el resto de la dis-
cusion se limitara a los resultados obtenidos
con esta Gltima.

Puede notarse en el Cuadro 2 que los
tiempos de supervivencia de los ratones no
fueron alterados por las diversas manipu-
laciones a que se sujetaron los lotes de ra-
tones; es decir, no hubo tendencia a crear
las condiciones favorables para la presen-
tacién de rabia abortiva. En caso de que la
inmunidad celular fuera importante en
la protecci6n activa de los animales, el tras-
plante de células inmunes esplécnicas (for-
madas con células plasmaticas asi como

r una mezcla de linfocitos T y B) deberia
E:.ber establecido inmediatamente un nivel
de proteccion comparable al de los ratones
inmunes,

Sin embargo, como puede verse en el
Cuadro 1 y la Grifica 1, éste no es el caso;
la proteccién es nula un dia después del
trasplante. La proteccién parece, con el k-
mitado nimero de observaciones de este
estudio, iniciarse a los cuatro dias del tras-
plante (Gréfica 1) para estabilizarse alre-
dedor de los 13 dias en el miximo obser-
vado. Debera recordarse que esto no es un
caso de inmunidad primaria sino un caso
de inmunidad adoptiva, es decir, el com-
portamiento de células inmunes en un re-
ceptor virgen. El hecho de que los animales

TécNica PEcuARIA



Grafica |

RESULTADOS DE LA INMUNIDAD ADOPTIVA
EN RATONES CEPA C57
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DIAS TRASCURRIDOS ENTRE VACUNACION Y DESAFIO

receptores no hayan permitido una eleva-
cién mas ripida del nivel de proteccién,
podria ser causado por la lenta penetracion
de los linfocitos de la cavidad peritoneal al
sistema linfatico asi como por el hecho
de que el sistema inmunitario de los recep-
tores se hallaba intacto, es decir, que no se
hallaban inmuno deprimidos y, por lo tan-
to, el sistema linfitico receptor se encon-
traba en nivel cercano al maximo de pobla-
cién, con poco espacio adicional para per-
mitir una mayor proliferacién de linfocitos
inmunes (F. Dixon, comunicaciéon per-
sonal).

La rdpida elevacién de la tasa de anti-
cuerpos sigue una curva completamente di-
ferente a la de proteccién. En este caso si
se observa una ripida elevacion de los titu-
los de anticuerpos. Aqui resulta mas evi-
dente que en otros casos, el hecho de que
el titulo de anticuerpos circulantes produ-
cidos activamente por las células trasplan-
tadas necesitan alcanzar un nivel minimo
en gistema nervioso central para ser ftiles
en la proteccién antirribica. Nétese, por
ejemplo (Grafica 1), que los ratones que
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recibieron las células inmunes siete dias
antes, no tenian més que un 25% de protec-
cién en tanto que su titulo de anticuerpos
circulantes fue el mas alto de los observados.

Este titulo de anticuerpos, desde luego
no fue estadisticamente diferente de los ob-
servados en Jos otros animales inmunizados,
pero si indica que hay un lapso de seis dias
entre el tiempo en que se l[l:ga al maximo
nivel de anticuerpos y se establece el maxi-
mo de proteccién compatible con las condi-
ciones del experimento.

Existe una aparente discrepancia entre
nuestros restﬂtagos y los de Wiktor (1971)
en el sentido de que no pudo observar trans-
ferencia de inmunidad por medio del trans-
plante de células esplécnicas.

Desafortunadamente las dos pruebas no
son directamente comparables dado que
Wiktor (1971) no especifica ni la vacuna
empleada, ni el tiempo transcurrido des-
pués de la vacunacién antes de colectar el
bazo ni el tiempo transcurrido después del
trasplante.

Si Wiktor (1971) trabajé bajo la supo-
sicién de que la inmunidad adoptiva degg-
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ria establecer de inmediato un alto nivel
de proteccion, sus resultados serian compa-
rables a los nuestros en el lote de recepto-
res de un dia.

Wiktor (1971) considera que sus resulta-
dos con ratas parabiéticas significan que
se requiere de un lapso de varios dias para
que los anticuerpos circulantes se fijen a los
tejidos del parabionte no vacunado para es-
ta{mlecer en él la proteccion,

Los resultados que aqui se comunican
también permiten observar este periodo de
varios dias entre la presencia de anticuer-
pos v el establecimiento de la proteccion
(periodo de incubacion de proteccién), sin
embargo, pudiera tener una explicacién di-
ferente a la ofrecida por Wiktor (Bell,
1975; Mar, Bijlenga y Hernandez, 1971).

Los estudios con rabia abortiva mencio-
nados apuntan hacia la produccién local de
anticuerpos en el sistema nervioso central
como punto crucial en la proteccion.

Ningiin tipo de vacuna y método de va-
cunacién periférica actualmente en uso,
causa un aumento del titulo de anticuerpos
en el liquido céfalo-raquideo (Baer, 1975).
En los pocos casos de la rabia abortiva hu-
mana, se ha observado un titulo de anti-
cue:lpos rébico en el liquido cefalo-raquideo
paralelo aunque no igual al que se encuen-
tra en el suero (Vigilancia Epidemiolé-
gica, 1977), aun cuando ya se ha men-
cionado la posible influencia de la barrera
peritoneolinfatica para explicar el retraso
en la presentacién de los anticuerpos, una
vez que los linfocitos inmunes han llegado
a la linfa, todavia tienen que atravesar la
barrera hemato-encefélica antes de que sea
posible la produccién local de anticuerpos
(observaciones no publicadas).

Los linfocitos inmunes tienen que estar
en condiciones de acudir al llamado de
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Summary

Four batches of 20 mice each, of the
CD-1 strain of albino mice and C57 of
black mice were iP vaccinated with a rabies
vaccine. For each sirain of mice an homo-
logous batch was kept as non vaccinated
controls. Thirty days post-vaccination three
of the four vaccinated batches of mice were
put to death, their immune spleen cells
were collected and transferred to homolo-
gous strain mice on a 1 to 1 basis, One,
seven and twelve days post-trasplantation of
the immune lymphocytes, the mice were
challenged together with vaccinated and non
vaccinated controls. The protection at day
1 was 0.07%, 25% at 7 days post-tras-
plantation and 75% at twelve days, while
100% of the non-vaccinated mice died of
challenge and 87% of the vaccinated con-
trols survived. Only the C57 mice were
protected by the transplanted homologous
limphocytes. The antibody titer rose faster
than the protection rate.

Protection to challenge required 13 days
for maximum protection. These results
seem to indicate that humoral protection is
more important than celular immunity and
also that probably local antibody produc-
tion in the brain is more important than
antibodies in the general circulation.
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