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RESUMEN 

~ p•rte de ~ Progr~• de <n~otigaci'n robre ~nuni~d <ntoooino> Paoi 

va, se estudió la respuesta inmune de ratones lactante a la administración 
1 

por vía oral de inmunoglobulinas de cerdo, en comparación con un grupo de 

animales que las recibió por vía subcutánea y un control sin inmunoglobul~ 

nas. 

Se uti1izaro~ 44 camadas de ratones Balb/c AnN, los cuáles recibieron 

desde el nacimiento diferentes dosis de inmunoglobulinas por vía oral ó 

subcutánea, cada tercer día h~stn un total de 10 dosis. Se estudió la res

puesta inmune par medio de la Técnica de Transformación Blastoide y Rema -

glutinación Indirecta. No se encontraron linfocitos sensibilizados a las 

inmunoglobu1inas de cerdo en los bazos de los ratones inmuniz.ados. En He -

rnaglutinación Indirecta se encontraron anticuerpos específicos en el 13 .. 86% 

de los animales inrnunizodos por vía subcutilnca y en el 4.91% de los inmun! 

zados por vía oral. Sin embargo debido a los valores bajos que mostraron, 

se concluye ~ue no hay diferencias significativas al compararlos con los 

grupos testigo. 
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INTRODUCCION 

Las infecciones entéricas en México, constituyen un grave problema de sa -

1ud pi'!blica y~ que caus~n un alto número de muertes dentro de la población 

i.:nfan=il; principalmente en niños lactantes así como en recién nacidos de 

otras especies de importancia pecuaria como io son el ganado porcino, vac~ 

no, caprino y ovino ( 1, 2 y 3 ). 

_La alta incidencia de estas enfermedades en recién nacidos puede rel~ 

cionarse de :¡ianera directa con la contaminación ambiental, la dcsnul:i:icj_ón 

y con el período de relativa inmadurez inmunológica por la que atraviczan. 

Coma se sabe, en el recién nacic.10 c:l sis temu inmune aunque completo, no es 

capn~ de resistir un reto con algún antígeno de una manera rápida y eficaz, 

debido muy brobablemente a que en la vida intrauterina, no tenía contacto 

con niTigún tipo de agente e:..o:traño ( 4 } • 

Debido a la gran importancia que estas enfermedades representan para 

la s~lud, es de interés conocer la etiología de las mis:nas así corno la in

m~~o1ogía de1 tracto intestinal~ ~on respecto a la etiología, se c~nocen 

aJ.gunas bacterias enteropatógenas ( Salmonella, Escherichia coli, Shigela, 

etcétera), algunos virus ( Rotavirus, etcétera) y protozoarios ( Entamoe

b~ hisLolytica, Giardiu la~~lia ) corno causantes princ~pales ( l, 5, 6 y 

7 ) . En cuanto a la inmunologÍ:;. del tracto gastrointestinal, se conoce que 

en anllnales adultos, incluso el hot".1.bre, existen en el lwu~n intc:;t.i:;:?.l OJ.n

t:i.·=uerpos principalmente de la clase IgA y linfocitos ':' que se encuentran 

en el epitelio de la lámina p~opia, que participan de \ala manera muy impoE.. 

tunte en la eliminación de bacterias, virus y otros pa=ásitos. 

Ei rec~Cn nacido adquJere anticuerpos de la madre en forma pasiva a 

p..:!.rtir de la. placenta y/o el calostro { 3, 4, 8, 9, 10 y 11 ) Sin embargo, 

muchas veces se ha visto que estos anticuerpos no son suficientes para eli:_ 

~i~ar a los agentes infecciosos; por lo que se ha tratado de incrementar 

'I::. protección inediante el empleo de anticuerpos o suero hiperinmune admini~ 

trado por vía oral. Sin em.b..:lz·go ~ en ocasiones, la util.ización de anticueE_ 

p-~s y sueros hipcrinrnuncs heterólogos por esta vía de administración puede 

producir .reacciones desfavorablt.""'.:S en el individuo, sobre todo si se 
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ha establecido en ellos una sensibilización previa ( 12, 13, 14, 15 y 16 ) . 

De acuerdo con lo anterior, se pretende estudiar la respuesta inmune de r~ 

tenes 1actantes Balb/c AnN a la administración por vía oral de inmunoglob~ 

1inas de cerdo. 
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'GENERl'.LIDADES 

Las enfermedades gastrointestinales de origen infeccioso son frecuentes en 

ios paises e~vías de desarrollo y atacan principalmente a los grupos hum~ 

nos más pobres y marginados; siendo la causa principal de esta situación, 

e::. d . .e.ficier_:>:.e saneamiento ambiental y los malos hábitos de higiene. Desde 

h :;.~::·.:: muchos y aún en la actualidad, las enfermedades diarreicas son una de 

L=s <:ausas más importantes de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. 

Constituyen, por su alta morbiletalidad y sus características epidemioló -

g:-3..cas, U.."1 grave problema Ce salud pública; ya que causan un alto núm1~~:0 de 

I!P.'-1.e:!:·tes cienb::'o de la población infantil principalmente en niños lac~zi::"tcs 

y recién nacidos de otras especies de importancia pecuaria ( 1, 2 y 3 ). 

En 1975 hubo aproximadamente 500 millones de cuses de diarrea en ni -

E.os en el mu..~o, causando la muerte de 5 a 18 millones de ellos. En 1930 

se calculó cr~e solamente en Africa, Asia excluyendo a China ) y Latinoa

mÉricar hubo 1, 000 millones de casos de diarrea por año en menores d.,.; 5 

a..6.os de los cuales, 4.6 millones murieron; el 80% de los casos ocurrieren 

e.n menores de 2 años ( 17, 18 y 19 J. 

En Néxico, las enfermedades gastrointestinales son endémicas, .::.•.t.:1en -

t2Il en las é~ocas calurosas y son más frecuentes dentro de las comunid,::,(!e~s 

con mayores Cefectos sanitarios. Se calcula que hay más de 500, 000 rauúr -

tes pcr año, que represe~ta aproxi8adamente el 15% de todas las dcfuncio ·

n:e.s registradas en el pais, afectanC!o principalmente a los niños me!"\::.::.·¿:':: 

d.e 1 año y =nstituyen el 85'.!i en el grupo de O a 4 años. Como la frec'.!cn -

cia ·disminuye a partir de los 3 años de edad, el alto porcentaje d(: i.nci -

d!ancia de éstas en recién nacidos, puede relacionarse de manera directa 

ccn el.peri0do de inmadurez inmunológica que present~n 4, 6 y 7 } • 

ANATOH!:A, EMBRIOLOGIA E HISTOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO. 

E.1 intestino delgado es la región más importante del tubo digestivo, .9.UtlS 

a_~í tiene lugar la mayor parte de la digestión ( gracias a gran cantid~d 
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de glándulas y enzimns y la . . -..:...:.:::ser e ion. 

Se encuentra divldiC.o c:2. 3 seccicnes : el duodeno que es la porción 

proximal a1 estómugo, el yeyu.ío que ocupa la parte media y el íleon que es 

e1 segmento fÍ.nal.. Est:i ccmpues~o por 4 capas concéntricas ( Figura 1 ) 

c;:":"..:.e de afuera haci.:i la .!.uz se::--.. : 

Serosa o advent:.::::.a .. ~s-::.i. =:..::!~1uesta ?Or varias capas de tejido conec

t.i.vv laxo, alternada con calág.::r!::i y elástico .. 

·Muscu1ar .. Está fo:?:1:1.ada pcr t:.ejido muscular liSo dispuesto en dos ca -

pas. En la interna se dispone~ fi~~as circula~es alrededor del tubo y en 

1a externa flbras lor,g~~v.d..i::=..:.s:._ 

Subrnucosa .. Está compuesta. 5'"C1:-." tejido conjuntivo o areolar; por medio 

. de ésta, la mucosa se cor::unica -cc·:l las demás capas; en ella se encuentran 

gran cantidad de vasos s..:;.~:;\.:...:..::.ac::.· 7 li!'!.fáticos. 

Mucosa. Es la parte más ~por~ante para la digestión y absorción. Es 

U...'"1.a mcr:ilirana de re.vesticiE?nt=· ·::.:.!.;.: .. :.,:, q_ue conti~ne las glándulas que secre-

tan 1.Íquidos ciigesl:..i. .. ,..·c6- E.se.a 

!...~:O' supe:?:"ficial,. un estrcrna cor.st:!. tui.do por taj ido cone·=ti vo reticular va~ 

cularizado ~uy celular llc:ma=c !~=i~a propia y una capa de oUsculo liso 

delgado llamada muscul"-"' d» :_,,,_ :oit.:·= ""'ª ( :;o ) . 

El desarrollo del. apar-3'=.~ .=:.:...;-2s:tivo en el humano se inicia desde el 

El epi talio y mesér.qt:i=:::::l.. se 3..2.":.2:=:-.3.:;. f"cr:.:an~:· ".!:la est::::-uctura tubular, sem~ 

jante a lo que será e.L tubo C.~.:;esti .. :o. Al C:écimo octavo día, el intestino 

primitivo se encuentra alineado "::' con células c'-lboides :-io diferenciadas, 

que proliferan rapidar::.~nte y ci~:::::-.;r.. la luz. El primer indicio de forma 

ción .de~ ve1losidade.s se. preser.~a- -,..:...::'2·¿..cdo.= .dE:- la semana 7 y las~ criptas e~ 

tán bien desarrolladas a la ;;;.::::.:~::..l .:.: ,. tie:u.po en el cual se encuentra ya 

capacitado para tra...'1.sportar act.:. ... -::::.!:'".au-cc a.~.:!.r:o.l..:idos a ::.ravés de un mecani~ 

:mo selectivo; también se enc::.-a:J.t::-.::.r:. ya enzi:nas capaces de funcionar en la 

digestión. 

En la vida extra~terina, la .5Uf'erficie .=.e. la luz i:itestinal está inte 

grada por varias est:.rt!cturas a.n:n:.=nicas .. Prim.i;.~r.:'.!.mente una multitud de pli~ 

-gues, los cu=:t.les están recubi..~~t:-JS =-~ mil l or.e3 de vellosidades d0 .· apro:<im;:: 
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damcntc 1 m..'TI de al tu:..· o.; ..;:id.e:n.3::; cad.:! cól ul.:.:i que constituye el epitelio in -

tcstinal tiene U.""1 borde lib~e que se conoce como 11 bord.~ en cepillo 11
, por 

í 
estar formado por n1icr:::.'""'7€: l l.::2.:!.r:~:-;des de 1 m.icrómetro de rito- 'l'odas estas 

estructuras aumentan :-... ~3tc. E.)!j veces rná:; la St...!;'arfici~ de absorción intes

tinal. HistolÓgica...'1leT!t.-3: :Si.s "'ellcsidades y las criptas Constituyen la uni

daa funcional del int-Gs ... _i~o =clg.;.áo. Las vellosidades están formndas por 

una capa de células c_;:i:..-:cli-:ilcs separ~das por ·una mcm!Jrana basal de la lá

mina propia, ésta es i:.::l :::~!1~'?.'°0 vital de la vellosidad: en su interior es -

tán los vasos sanguíne:::s y ~~ilí:=-eros, las =:.bras rnusc-..Ilares y nerviosas, 

l.as células ccbad~-=;;.s, e.csin5f'i.los, linfocitos y las ctr;:i:.ilas pl.:-i.:;:;-.5t:ic2s 

( Figura 1 ) .. Las célu:!.as q:\.:e constituyen las vellosidades est2.n bien dife 

renciadas y son sustit~iCas en iorraa rápida cuando sen descamadas al lle -

gai- a 1 vértice de 1 a :..·ellosidad; su capacidad de abso~ción disminuye tam -

bién a medida que d~ja:r1 de ser jóvenes .. Estns células se originan en las 

criptas, enigran sobre :!.::;:, su9Grficie de la v¿:J..:osidi!d y sufren curabios que 

1.as capacitan pu:!.'.";:?.. la ?_bs=:.~=ió:-1- Lc1s criptüs san la c.ontinuidu.J. de LJ. muco 

sa por debajo de l.:J. ba.$·e d~ las vellosidades, y es<:án fc.r~das por diferen 

tes grupos celula~~s, ~~les como las células ¿e Panet:~, l~s célultis argen-

tófilas, las células c2.~ici::cl.~\es, etcétera~ Se consiC.zra que las criptas 

tienen actividad C..; p:!:':::li::er!!ciá:n ep:i.tel.inl, que se Ce.tiene hasta la terco 

raparte de la al~ura Ce.l~ cri?ta, se di~ercncia en s~ cami~o en células 

con .capacidad de .c..Osor=±.én, para llegar a la altura de la 1:Tellosidad, don

de son descamadas entre 48 '5!.. 72 h después y Cejan en libertad las enzimas 

s-ue contienen ( 21 ) • 

FISIOLOGIA DEL D=STINO DELGADO 

E1 revestimiento mucoso del intestino Celgado es uno e~ los tejidos m5s no 

tables del oraganismo .. :s.~creta diversas ho1:r:t·~nas que contribuyen a regulnr 

la sacresión y motilida.:3. g5.s~.?:icü., la .secresión del p~""'lcreas, la del pro -

pío i:ltestino, l.:is cor.t-:.-3c::-i~-:~:}s de l-3. ves:!cul:i biliar y de las vol losid-.1-

dE""s intestinales. Ju::.J.n.'::.u 12- diqcsti:5n, l::is células de la mucOSQ. r.ealiz:in 
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diferentes fc~cioncs hidrolíti~~s y sintéticas sobre las sustancias alime!!_ 

ticias que pasiill por ellas y mcdifican en gran medida u1. carácter del mat~ 

r:..al absorbido ... AÚr! ::.ier . .:.::-..;.3 es-~5.:-l _;:!:'cüuciendo sus propias secresiones, 

1as cé1ulas epiteliales t::.:-.:J~s.~:..ercn agua y sustancias e.."l sol.ución desde 1.a 

luz del intestino hacia el l!qui¿o interstici~1 para ser captadas por la 

s::~-:::::-e·e. Esta act:.iviC.e=.r:: es ~1.t:a:.-.::nt.e selectiva-· y requie::-e de un ~asto de 

e.::~ergía cons~d~rable. 3s p~cb~~le que en ningún otro sitio un tejido reali 

ce una varied~d tan grande de funciones ( 22 ). 

Cooo se ccnoce, una de las =.::..ciar.es principales Ce1 intestino delga

C.c es la absorc:.ón. !.~s pro·i1J.-=7:~-;; ..:ie la digestión como vitaminas, minera -

1.es, :P".!:'oteínas y agua, at.::.·.:iv!.C::z.::.r! la mucosa del intesti...""lo, entran a la ci.E_ 

c:u.1.aci.Ón pe:= difusión, tra:l.spor"t.e 2'-Cti .. 10, en si~uaci.ones especiales por p2:_ 

fi0cit~sis. Las sustancias no se acur.-.l.!lan en las células de la mucosa intes 

tinal porque di.::unden ~:..ac.ia l.:i sangre o linfa y son lle:vadaS al hígado y 

resto de1 C't:.e.~~ ( 23 ) • 

En los reci~n nacidos la absorción de proteínas, con excepción de los 

vestigios de pegsina y las laci:.z..sas \!tilizadas para la -=igestión de la le

c'he, no exiten p!'.'oteasas e!! la secre:eión iritestinal ni s:: las célul.:is muc9.. 

sas con accién conoci~a par~ a~a~ar a las proteínas nat:.irales, por lo que 

a-1.gu.."1.E?..S mac..rcm-=::g;cu'!.~.s :5e 2-bso!:'!.:L·!:: ;:-;:,r el inLc.3ti.:-.:: :::.c2-:?.r1..., en un proceso 

análogo a 1a fac;ocitcsi.;::;, conoci6.J cc:J.o e:ndoc:..~osis ( 22 } . Este tipo de 

absorción ha podido ser der::.ost::::ad?. en neonatcs de muchas especies de ma..TTIÍ

feros; los C"Jeles pueC.en absorber ;~a!"tdes cantidades d~ =iacromoléculzi.s co

n:.a gamag.:o!:t.:J..i~r-=-s y otras prot~Í; .. ~s ael calostro como l.:..~ fenómeno de inmu

n:.:é~:.:5. pasiva :a~qc.!.::iC3. ( ~5 ) • s:.i'"! e!'"'..bar::¡o, la facilida:! de la mucosa in. -

tes~inal de a~sc~be~ pro~eínas Ce esta manera Cesapare02 unos pocos días 

a ~~::.s .serr.anas d.:'.?spués 6.el ne.cimiento s-agún la especie .. Este mecanismo es 

Ú7.L~ especialme~te en las especi~s que ~o reciben inmunidad pasiva de la 

::.::.:.e:: a través de la pl:=.ce:-~t.a ( 4, ::2, 31, 32, 33 y 34 l-

J:.:"or otra :;:arce, el i:.raccc l'.'!~:;.r:~cintestinal del adul.to, es una b.:i.i:.-rD'ra 

únpe:rrneable e i~penetrable a la aDsorción y transporte ae macromolécul3S 

¿~;:-.~¿.:'! a que :les :?recesos digestivos i:ltralu..'i\inales act¡:an eficientc!;icr.::c 

s.--r:":.·s- las .sust:tncias .:_2- :i::.to ;-<-:-~v r:~.:-.!.~cular y con ésto tisminuye el e·_ t: .. i.c 
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to macrornolecular con la superficie mucosa. A pesar de ésto, se sabe que 

el in~estino es capaz de absorber por W1 proceso pinocítico muy similnr al 

que presentan los neonatos, ciertas macromoléculas en cantidades insufi 

cientes para tener importancia nutricional pero en cantidades que pueden 

ser e~~igénicas o biológicamente activas ( 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 

30 l-

El proceso pinocítico mencionado, se inicia con la interacción entre 

moléctlas grandes dentro del lu.~en intestinal y compo~entes de la rnernbrctna 

zaicravellosa de las cél.ulas intestinales absor--tivas. Cuando se pone en CO,!! 

tacto con la membrana celular una concentración s~fi=~~nte de moléculas se 

fcrr.a.:1 invaginaciones que se tr~nsforman en pequeñas 'l.9es!culas ª Después, 

los a......,tígenos migran dentro de estas vesículas convcidad como f agosomas a 

la región supranuclear de la célula donde los fagosow~s se unen u lisoso -

mas para =armar vesículas más grandes denominad5s fag~lisosomas. Dentro de 

estas estructuras se lleva a cabo la digestión intrz!calular. Sin embargo, 

c.==.:it.:L~.=-.tdi:=.s peque:f.as de moléculu.s ingcric:!..".:ls csc.3.¡_:-::r. a 1~ dcgr.::.d.:ición. y mi -

g?:"an bacía la superficie basal Ge la célula para ser. Bepositadas en el es

pacio intersticial por un proceso pinocítico en rever=:;, conocido como exo

citosis (Figura 2 ). Por Último todo este material ti~ne que pasar por el 

híga¿o donde los macrófagos y l~s células de Kuppfer, ~etienen todavía más 

1as .macromoléculas que logran a~ravezar la barrera ir.:::estinal { 12 1 25, 26, 

29, 30 y 35 ). 

INMUNIDAD INTESTINAL 

El ~ejido linfoide del tracto gastrointestinal del adulto es un componente 

c.en~a.1 del sistema inmune del organismo. Es el sitio ¡>rinc;::ipal de e;.:posi

cii5.n a material antigénico extraño. En él se encuent::-an en gran proporción 

li:-ifozitos ·dispersos a todo lo largo de la lámina propia y epitelio, con 

ag~eg2ciones que se forman en las placas de Feyer. ·c~bajo del epi~elio se 

e:"'!cue'.!:.ll:ra la 15.min.:i propia que contiene una gran canti~a.d de linfocitos ~, 

é~ta cubre un área de tráfico ¿0 células tales cooo macrófagos· y linfo 
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citos B. La prolifcr.:i.ci¿.n di:: los linfocit.:->s T y B se lleva a cabo fuera y 

dentro de las plac.:.1s, tonu.n su lugar en la circulación de los nodos linfá

ticos y el bazo. Cu:;].:i.do se inicia una respuesta inmune c

5

t el. intestino se 

prcsenta.n cambios i...-:-,;;o:::--: ".n-:.:-::s en él, dentro de los que T encuentran: una 

producción l.uminal e~ .:o....::-_:::.c:::=rpos, infiltruci·Ón celular ae la mucosa, desa 

rrollo de células p.rc.:'!t.-:.:::tor;::.s de inmuncglobulir.3.s en la lámina propia y 

puede ínter ferir con :. :::. ;.'rese::¡=ia de pc:i.tógenos.. Algunas veces, de mCJ.nera 

p<J.tolÓgica, hay a.ritic1.!"=Z?OS ci:::-c:ulantes a proteínas alimenticias, reaccio

nes anafil.5.cticas, 2.'-"':.:. ~::ación del complemento, etcé't.era .. 

Desde 1919 Bes~~¿~ . .::. y D&ves mostraron que el intestino eru capaz de 

producir anticu~~?os ~~~ =c~t~a de la di~~~tería bacilar ( 10 y 14 ). 40 

~ños después se C.esc'-1!:--~.::: cr....:~ en las secresiones externas y en la lámina 

propia se pueden e:-ico:-.t:::-;;u- J:gG, IgH, IgA e IgE; y se reconoce que la IgG e 

IgM pueC.en jugar pa;;::-lcs ·i..TT-r,;ortantes en términos de producción local de 

anticuerpos. La Ir:;<E st..~ sintetiza localmente en particular en la mucosa 

10 1. La IgA es 2.:i i~:~--:¡_ur:oglobulina que predomina en el lumen intestinal 

y por tant.o CS .la e::.:: -t..:..2:1e el pDpel rrincip~j en cu;::r:to a la cl~fensa del 

tracto, ya que actua. ~:: ::o:-:.tra de bactc=!as, virus, autoantígenos, toxinas 

y una gran varie:iaC. ¿-:_:. .:.':.~t:'."genos usados experimentalmente pc..ra inmunizar ~ 

nimales. "Tas."'""':'l.bién p!:"~v:..-::::::::-: le=. adhercnci;:i bacteriana y la colonización a la 

mucosa, al inhib.i:::- s-....1 r.·L.~:=c~miento; actua como anticuerpo bloqueador en tér 

minos de reacciones ¿.12"=.-;icas, previene la aOsorci~ri. de :!lg 1..!.."'10~ antíqenos 

Ó mac~omoléculas de;~u25 de una inmunización oral, e~cetera. Por todo lo 

anterior la IgA co::t~o.!..a. casi en su totalidad el acceso de antígenos a1 ar 

ganis:no ( 10 ) . 

Por oLra par~~, a~~que ~a sido· difícil estudiar la participación de 

los linfocitos T, ~x~s=-~~ ~videncias directas de su funcionalidad, pues se 

ha visto que hay p~~-~,..:~-::·=ió:-~ de linfoci:::i.s y en un caso parti=ula::- , c:;a.:;do 

hay alguna infecció:-~ f=•..::.~ ~i-~noSt:r-onc:ryl-:.:s_ '.:::>rasiliensi~ hay produc-::ién prir..

cipalw.ente de IqE, l·:J ~7.'!a1 indica que pe..!.·.J. que haya es~e tipo de respuesta, 

fue necesaria ur..::l Ln!:•:'-=·3.Cción =elular e=-itrr! linfocitos T y B ( 14 ) • 

En los neonat :-is, l~.':! ca?acidud del tejido linfoide intestinal de p::od~ 

cir Ig:A como resFC...:·a"':~ I.::·cl.1 y 13. capaci.:i."!d de 1.os linfocitos T p.:lra me 
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Fig. 2. Mecanismo de absorción y transpc=te de 
macromoléculas en el intestino aelgado. 
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NEOtJATO 

Yj.g. 3. Trans9o!:"~e :=:2 antíger:cs de la mucosa intestinal hacia 
la circulaci.5n sistémica en adultos y neonatos .• 
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di.ar cualquier respuesta, se c:icucntra disminuida, ele tal mélncra que son 

r.1·'..lcho m5s propensos n. contraer cnfr!:rrn.;du.rl-:::; de: origen infeccioso. Sin cm -

m3.~go, los recién nncidos ~~c:.::c:: de 1 ~ :n:>.dr-:::: a pLlrtir de la plnccn ta IgG 

y/e IqA, IgG, !gM y células r.:~~:1r.;.ni.;cle.:-u-cs a f.:'.!::uvés del calostro, que con -

tribu~/en a 1.a' defensa del tracto g.'.1.::;troi:1te:::;:: inal en contra de tales infec 

ciones .. Por otra parte, aún cuar;.d.J ésto .es e~ mucha ay-.1du para el nconato, 

:-:».:.-:.~has veces estos anticue~:;:c:::; ne son st.:ficie:-.tes para eliminar a los age!!_ 

!.-e·.?: infecciosos ( 4 ) _ 

·F"cr esta razón muchos in-Jestigadores se !ian interesado en trutar de 

aumentar la ir ..... '!lunidad pasiva ¿ara legrar una m~jor prot.ección, mediante la 

utiliz;;:i~ión de sueros hiperir-~unes ó ant.icuer1::os específicos .. Sin embargo, 

co;-i. el uso extenso de antisue-::-os :'"!cterólcgos .-3:n el tratamiento de enferme-

d~5es infecciosas, pron~o se en=cr.tró q~~ la ~espuesta inmune algunas ve -

ces e~a una desvent.:?.ja para el i:-.di· .. .,..iduo .. Por lo general r el suero dado p~ 

r:::. :.:rcporcio!":a!."" im~lU..'1.idc..d p2.si·J-a:ri;:;;:i.te, es de caballo, el cual a su vez a.e-

cc:nbi:n.Jci6n de estos anticuerpos. =on el sue::;-o hcterólogo en inyecciones 

st.:<bs:~.::u~=-~t:es .causa hipersensibilidad tipo III ó IV en el individuo ( 11, 

i:~ Y. :.!6 ) .. 

-~imisBo, cua.,do se in~u:-:.i~an neonat~$ co~ anticuerpos heterólogos 

-.--.T" -··-. - ln muco~n. y a la escaces 

Ct; ::.;;..~ un gran r"!Ú.."\!ero de macrc;:::olécu!.Z:.:s ¿::_trun a la sangre Figura 3 ) , 

.f2.·c."'--=·=-an .la f-=--rmación Ce az:=.i.::"..?.S!:"f:-OS .. Lr1 !:"'~.:::c:::i6n :;lntígeno-anticuerpo que 

occ.r-=:-e con la subsecuente e~~ra.=.a de más C~!""-"C.i.dad de la misma proteína 

=-~~~. a::::uerdo con lo ant.c:::- i ~;~_# ~:: .;;;..·e~-.,.,_:: r.~b-:.tjo se pretende_ cstudiz:i..r la 

::·'"'"!·3:_-·.:. ·.:::::a ir .. "'nune da ratont:;s .: ··.=::.~:--_':.es d.2.' _3 :~pa Ea.lb/e AnN cuando se les 

:.\=:.--:- .. ~:.::..!tra por vra oral in::-:;.::.::gl·::;::ulina.5 :.:~ =e:rdo .. Pa.::a hacer evidente la 

!:t"'!~::;-..:.~."s.":a inr.nme y dar apr:y·:- ;:1 -c!:'"r.:.1:::ajo, =:e administró a un grupo de. rato

:."!··-~ :..:-::~U!i.oglcbulinas de ce1::: ... -:·.:; ·;:.:n.4 .v-!a. s~..::.::c::ti:--.c:?a. 

10 
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~úl.TERU.,LES Y l-IETODOS 

Se realizaron ensayos preliminares con ratones adultos y lactantes da la 

cepa CDl para conocer si las inmunoglohulinas de cerdo son inmunogénicas. 

Ratones Adultos. 

Se utilizaron 30 ratones adultos que ·fueron in~nunizados 10 veces con 20 )..lg 

de i~~unoglobuli~as de cerdo cada tercer día por 3 vías diferentes: JO se 

inmunizaron por vía subcut5n~a, 10 por vía intraperito~cal y 10 por vía in 

tramuscular '· en este caso los 2 primeros estímulos se a.drninistraron con Ad 

yuvante Completo Ce Freund ( ACF ) por vía subcutánea. Una semana después 

del quinto estí:.1ulo. se s.:ingraron por el ojo con la finalidad de buscar en 

su suero anticuerpos circulantes a'nti-cerdo por medio de la técrdca de .Do

ble In:nt:..-ibdifusión ( DIO ) . Tant=.ién 8 días después de la décima estimula -

ción se sangraron nuevrunente para realizar la DID; y a la vez se realiza--

ron pruebas de hipersensibilidad cutáneu para estudiar su respuesta. Cada 

ratón re·:::í.bió 4 inyecciones: 2 inyecciones con 5 AIQ de inmunoqlobulinas de 

certlo; una en la porción izquierda del ~bdomen y la otra en el cojinete 

plant:u- inferior izquierdo .. Las 2 inyecciones restantes con 20pl de PBS 

~~té~il en la porción derecha del abdomen y en el cojinete plantar infe 

.:rior derecho .. Los resultados de la p~ueba se leyeron después de 48 a 72 h 

y ccnstituyen los antecedentes básicos del resto del trabaja .. 

El 100~ de los ratones inr.iunizados por vía intr~muscular, el 100~ de 

los i:"t-~unizados por vía intrtlperi~oneal y el 57.14% de los inmunizados por 

v!a subcutánea respondieron con la producción de anticuerpos circulantes 

anti-:::crdo detcr~nínado por la prueba de DID ( Figura 4 ) ... De acuerdo con 

los resultados obtenidos, podemos afirmar que las inrnunoglobulinas de cer-
• do s::in inmunogénicas ya que provocan una respuesta inmune en los ratones 

~~ult0s de la cepa CDlª 

11 
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o 
Fig. 4. Doble InmunoC~~u.sión. En las DID supericres reali

zadas con sue::-os de r~::.onas neonatos puede obser -
varse que no resp~~jl2r2~ ü las inmunogJobulinn3 
de cerdo. En 1.::-:s ::..::) i::::~::.-i=:>res realiz.::.Cas con sue 
ros .5e rato:-:.-::s ;: . ..:.:...:.: ":.~:·.:::; ,::u=de: cbserv21.rse que si re~ 
pon<licrc:~:·· ;.\-]._::~::·· : :::.·~:.:·.: ~.: _,::~uli11:i.s O.s·· c1,;.l:¿-'.) .. En· el 
pozo. cer.::.ral s;~ :...-: !.::": .·.:..·.:.:-: l.::s anticu0r_p.:,3 de cerdo, 
en el pc::.o ?Z.:--. :. se ·:.:::::-1.océ un suero de ~Onejo anti 
-cer5.o y e!1 los !_:C¡:.~'5 .:.·est::.::.nt8.s los sueros de los 
ratones. 
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:?or otra parte, el 30% de los rator.es innunizados pc•r vía intr41muscu -

lar, el 71.42'% da los inmunizados por vía intr-:l!..=="·~ritonca1 y el 14.28't de 

::..:.:.z .:..:·..:~unizados por vía subcutánc<'l. prese.nr.:c.::·=·:. en la po:!:"ción izquierda del 

~'::;d.::i:--::n un gr.::::.nulcm.a. Cabe hacer notar que 1-:t hi.persens.ibiliclad en el coj~ 

:-:.!!t~ :;:.lantar no fue evidente ~lª que no se e:i.con-:;.rL:t.ron C...:.f~rcncias signifi-

C:.ln base a estos resultados se procedió a t:!:'abajar con ratones lactan 

~es f!:· la r.úsr.ta cepa para averiguar si respor.d!~n también a las inmunoglo

buli::-.~s ·de cerdc_ 

P..atones I.ac:tantes. 

Se e:::;!~arcn 32 ca""a.=.das de ratones las cual~:::.- se inmunizaren 10 veces cada 

-::.cr~2:." =.ía de~C.e -el nacimiento con conce~tra.::i.::-~.es Ce O, 1, 2, 5, 10, 20, 

:::-, 5:1 , 127, 254, 375, 150, 1 125, l 500, 2 ~50 y 3 000 ,ug de inmun·oglobu

:r.:.~as Ce .::9.::-do ,;;or r~tón pe:!:' vía subcut&.:-:.ea er: l.a parte dorsal de las ·pa

:-~.s l=-::..::;"t:.eriores. :5 días Ces?ués de 12.. Últ~~:a i?"".=:·.l;i.izaci5:l, se realizó la 

~-:-..:0':-2 . .::=. hipe::.-.=er.3i~ilidac1 cut:.anea ~n a::.'):5.crr.~n :=-::n 0_2 .,.t:g de inm•..lr.og1.cbul.!_ 

···---=- -:: 7':'-~-:io en"!.?.. r'='rcjÓn i7'!_'-1i.~::::rr.,_ y 1.S .. ul d.·~ ?ES en la porción derecha. 

-----:---;, : -:.-:'"':"~..!ras se ;i.icier.::m después de 48 ·3. 7.2 h; "'::.iet':!po en el cual, se s.:in 

.;.:::-~·::.::--:.. por la a::ila a bla:i.co para buSc::.r ar..tic·..::.-=.=:-pos a.::i.ti.-cerdo circulan 

~es ~r!:" =~¿ic Ce DID. 

~s ratones l.~ctantes C.e esta cepa, ne re~cndie!:"cn a las gamaglobul_! 

nas de .=::e::do, ya que -cedes los sueros ft:.eron neg=tivos y en ninguno se pr~ 

;-.,,;.·.-c6 granulorna { ~'igu.ra 4 ) • 

t.::-: .. ::--~ el objeto de evaluar la respu~:::::.s~::i iz~n'..i:"".e de una manera mas cuant!_ 

-::-::~·.·..!., se ernpleat·on las Técnicas de He:ne:.glut.i:-:.3.·=ión InC:..irecta y la de 

-.:r·. · . ..:::::.:rmación Elastoide. Come la Transfo.::.-:-::lac.:..5:-. Blastoid.e podía i-:nplicar 

:·Ji.-:.ivo de linfocitos de 1 ó :nís ir..C.i .... ~iduos, .se realizó el traba.jo con 

' - ce:·.=. de ra.ton-es Ealb/c AnN, la cual Cada su singenicidad pe.rmi t.e el ci.ll 

:.:v:~ . .:: :::e=cl.as de li~focitos de .varios ir .. .=.i ... ..ridt=.0s sin el problema. de es~ir.i.u 

1.2 
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DI.SI::!10 EX?ERIHEllTAL 

Se uti.lizaron 44 C?.r.1.aña$ de r,:.~::Jncs recién nacidos de 

a 22 camadas se les ad~inistró cada tercer dí~ por 10 vefes, desde el nac! 

m..i..ento, diferentes C::)si-s -de i:::-:t~"'1C1globulinas dE! cerdo por vía oral; las 22 

camadas resr.a:ltes -::·.r ... ic.::c•:-.:.. ~1 =tismo trata.'Ttie~t:o sól.o que por vía subcutá -

nea.. En ambos gru!.:.,ns hui:..-:> 5 C..:t..'nadas coni::rol~s que recibieron PBS ( - Cuadro 

1 ) ª Una sc:naT'.a de~·;u.~:: .::.e. la. Últi:n3. administración, todos las ratones se 

sac.!.·.i:i.caron. pre· ... 1 .:.~ ;.~.-:.tite.si.a con éter, $E: sangra-ron a blanco por la u.xi-

la para la u.tiliz.ac3..5n :i.cl .s-=..le::1::"o y se obtuvo el bazo de cada uno de ellos 

para la real.izacién <l~ c...:lti.-.·cs celulares .. 

La evaluación :3.-c l_¿¡,_ resz_;'l.!~s"'_.:.. inmune de los ratones recién nacidos a 

la -adz:·....:..;dstración =~ i~'C.r'••..:.ql.:>b;.;linn.s de cerdo, se realizó buscando célu -

las li.:lfJi.Ces .::ensi.::.:il.i.z:2.~ó . .=: ''J a::.ticuerpos circu1antes empleando la Técni

c~ de. Transformación El.~stoidt?: y Hc-1(tu.glutínélción !.ndtrecta respectiv.:imente.. 

Se utiliz~on 3 ce~~os h!bri~cs na~pshire-üuroc de 1ñ Granja Experimental 

Forcina de 1a Facult;,,~¿ 5.e. =-~~C.L.::-ina V~te!:'inaria y Zootecnia de la UNAM para 

la ohte.-11.ción de sue.~c. :S:5tos a!'".._imales se sacrificaron en e1 rastro y la 

sangre fue recol.ec~ada¡ ::.e d"'2..j3 coagular a t:e~\peratura ambiente por l h, 

s:c .i.·e..i...-iovió el coá.s:clo y s.a ::e·_;~ ó:r~.·a.nta 2:4 h a 4 ºC para tener la- máxir.1-::t. re 

t!.--3.cción C:cil. mism~- ~sp~Ss ·3E.: ¿,:-C~'!.:.'l~Ó el sc.;:ro y se centrifugó a 345 g du 

ra~L~ 15' a 4°C. 

!..as inmu:noglob;..:.linas .=e cbc;.:viercn del ~uero por precipitación con 

\."l..""\3. solución satur.:!.::.n. .:!e s~.llf·"J.t~ de a'""!'.CnÍo a !;IH 8 37 ) que en volumen re 

;.rt:.~sanL.a la mitar.:.= . .:!.:.::!. vo!u.ff.t~--~ .~.-..:..:!. suero .. 2: .sulfato de amonio se agrt:~•..:it) 

.P=·r ~-;..:.,~eQ lento ag.ii::.ir:.1.:!-::~~ l:.=!r.t..u.ir.e:it:e a 4ºC, se alcanzó de esta manera un.a 

c.;.nce?:.::.::.:1c1ón fiT~~:.l ~e :!:~'", .... Al tf?:-;-.\ino d~l ?oteo, la mezcla se dejó en :v:;~ 
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CUM>RO 1 

e.e .. 
l.IJ cardo 

t J conr,;.,ntr.ct6n do if&llluno9lobullna11 d0 cerdo/ra.t..Sn'~.: · 
lq inniw\1Jglut.ulinaa. · 
s.c. •~utlr1~.s. 
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cer espuma, en una solución de !·fc::Cl 0 .. 15 M .. Esta opcru.ción se realizó las 

'\.-eces ncccsari!ls husti'.:?. qu-D s~ ~1í::1ir:.ó la he:noglobina. l'or Último, se dial:!:_ 

zó contra PBS { soluciiS=! s::-il.:.:-:.:... i.:-•.,jtór::.ic;".. :::.:r,ortiguada con fosfatos 0 .. 01 M 

a pH 7.4 ) pa~a eli~ir-ar ~l sulf~L0 de amonio can agitación continua dur~.!!. 

te una sernar.ar hacier.do c~~bios de P3S dlnciamcnte. 

La cua.ntificacién el~ inrr.uncgl:::.!:.u1i:ias se hizo por medio de lo técnica 

de Lo~ ... ~y { 38 ) • Esta -t.écn:Lca se bnsu en una reacción colorirnétr:i.co que d.:=_ 

pende .. Oel contenido de. tiros in:: J" ::.r.iptofana en la prot.Jl.?Ína. Por Último, 

las ir¿Z1t..:.nogl.obulinas de cerdo s~ c.stérilizaron por filt:!:ación con un fil 

t~~ Y.G!..IPO?.E con rnerr>.brana de O. 22 l¡m, se repartieron r:.--:i muestr.::is de 1 ml 

y se prepara~on las diferent~s diluciones a utilizar e...~ PBS estéril, se 

c~nservaron congeladas a - 20°C hasta al mo~ento de su uso. 

Inmunización de !:"a.tones. 

A .~art.i.r del ~acimient.o y ca.Ca tcrc~~ día hasta completz~ 10 dosis, se in

m~~izz=.~:m 44 camadas de ra-=·::;:1.e:S B.:ilb/c AnN con co:icc.nt~~io=ies da 1. 5, 7. 5, 

15, 75, 150, 300, 600, J. ::-a, 2 4CO y 4 500 µg de inmu~=glabulinas de cer

ék.s.; 22 C&:ladas se iru\1u.ni=ar:-·~ .Por ví.a oral y 22 por vía. subcut5nea. Ambos 

g~1~s t.¡,:· ... -ic=~:! 5 ":'2.m=·~?..~ --::-:.,ntrl".:'> 1 ~.-!:: ~ a las que se les c.::~.ministró PBS. 

La ad.:.-ninistración FOr -.. r!::i or=~-~ se !".izo rned.iante la irn::.roducción, has

ta -a.l estÓ!:',ago, de un C3.t~t2::.· de :;.:.:...~stico C.c 1 Ir'.r.t de di.~--:::ct:ro por 20 cm de 

lt:r!"~gi~ud recubierto de ·.:=.:=e..!.ina y .:;.-;-,;·lt?:CtoCo a una jeri=i;a dese~hahle de 

::. ::7.1.. E!.· cat&ter sa nant:u-.rc :n b :::::.:31 -y al :;:omer:to de u..s:arse 7 se lavó v.a 

i.:.(G.S veces con PBS esté=·il ... ·21 "' .... _-:'!. 1•1.rr.en de i:-.nunoglobuli!J.a.s administr:id.o 

:-:..:..~ de 50 pl por ratón- ;.. .. les .::i.:·~i:·~~ilü.:: .::ontr.L...,:es se les dió el ir.ismo volu

r..l:?n pero de PBS estéril. .. 

La inmunización C.e les ~at-::-:~1':;.3 ,!?C:'.' vÍ.2. su1::;utánea se realizó por me 

d.i.~J Ce 1J:1il -mi.-crojering~ - rae<=¿;;_ ic.:: ~\1·~:-~-z.I.:~·-:;,~¡; el émbolo y la aguja se man tu 

vi.eron y 1ava.ron de la rnisr..ú f:.:.r:~-.:i =tUt?: el catéter. La inoculación se hizo 

er-: <-;·.;_ dorso, arriba de l~s .:;:ia-:::s ~~ .. .,:;te.!.·i:.::res de ::a.da rc.:::ón. .. El volumen .:id.

ministrado de inmunog1cbu.!.. i:\~\s :!~ :::::t·,~!=- en ~stc grupo y e1 de PBS pura los 
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animales controles, fue de 15 }11 por rat6n. 

Cinética, Dosis-respuesta de Concanavalina A ( Con A C-2010 SIG!1.>\ ) • 

Esta cinética se rea1iz6 para conocer la· concentración Óptima de Con A que 

p~odujera u:ia respuesta máxima de 1os linfocitos de los bazos de 3 ratones 

BaUo/.c J>..nN de tres semanas de edad ( 1 X 105 células cm 100 ,ul de medio 

R?!·tI 1.~40 Gilico ) con concentraciones de 0.25~ 1, 2, 5, 10, 15, 25 y 50 µg 

/":'!1-; estas diluciones se hicieron a partir de una solución de Con A de 

1 .~g/t:!.1 en 17-Edio .?.!?MI .. Las cé1ulas se mantuvieron en cultivo en una micro-

placa de 96 pozos de fondo plano ( Costar No. 3590 ) durante 72 h n 37ºC y 

en un.a atmósfera húmeda con s~~ de co
2 

.. Los linfo·::itos se marcaron con 

10Jll ~e Tit::.idina 3H con una actividad específica ( AE) de 6.7 Ci/nunol 

( :N"ET - 027X !:e·.·: E:1gland Nuclear ) di1uida 1~10 er:. medio RPMI lG·'lO Gibco 

si.~ su~ro Ccvino ~etal { SBF ) , 18 a 24 h antes de ser cosechados. Las cé-

1u1as con AD~ marcado al cosechur, se recuperaron en tiras de papel de fi-

bra d~ vidr=.o ( What...,,an No. 1827-208, 2 X 12 c<n ) usar.do un cosechador 

BJ:a!'...del -:·!oda:.o 24'l. Las tiras de p:ipel se dejaron secar y los fraqmcntos 

qu-e co:i.tení.a~~ .::::.:::..:'.! J:"!lnestra se colocaron en fi.·ascos con 5 ml de líquido de 

cen~e:l~o. La respuesta de los li~focitos hacia lcb di=e~~ntes concentra -

cienes de Con A se midieron por ~edio de cuentas por minuto ( cprn ) emiti

das, en un contador de centelleo para líquidos TRI-CARB Packard 300. 

Obtención de células linfoides de bazo. 

15 

Se obtuvieron de I:\anera estéril ·1as bazos de los ratones de una camada, se 

co1ocaron en una caja petri que contenía 10 ml de solución sa1ina balancea 

..:l:>. de Hank ( SSB de Hank ) pH 7. 3 estéril y se homogeneizaron con unas pi_!! 

z~s. El sobrenadante se colocó en un tubo de centrífuga de SO ml estéril 

( C~star No. 3250 ) se dejó de 10 a 15' en hielo para permitir que las pa~ 

t.ÍC'.llas m5.s g::-u.ndes se sediment.:ir::tn. El contenido del tubo se decantó a un 
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segundo tubo y se centrifugó o 24 g por espacio de 10 • a temperatura .::m 

bie.nte. Posteriormente el sobrcnadante se eliminó y e1 !:letón celular se re 

s 1..:.:~~·:'.:!r~.:?.iG C!l el mismo volumen de SSB de ltank; esta opir:raci..ón de la-v~do ::;·~ 

hizo 2 Ó 3 veyes p~ra elirn.innr la hemoglobina presente en el sobrena<lante. 

En seg7.Jida del Últir..o l.avado, las células se resuspend.ie.ron en medio P.PMI 

1(~.;o ·~i..bco suplementado con 10% de SBF inactivado; se tomaron 10 ;11 de cé 

l·..z.las haci~:ido una dilnción 1:20 con una solución de a=u.l. tripano al 0.4·~ 

er... un.e-~ sol.uc:i.Ón de NaC1 0.15 .M, para conocer e1 número de células, la via

bilidEd de las mismas y poder ajusar su número a 1 X 106 / ml. Las rnuestr~s 
en las que se observó más del 20~ Ge células muertas no se utilizaron. 

Transformación B1astoide. 

Es.'.:a té.::n.ica se basa en una reacción entre el antígeno "'.E las células li:1. -

foicie.s específicamente sensibiliz.:i.das a él. Mide la cap2.c:i.dad funcional -:.;-':: 

les iir...=,::;citcs para prol.ifera.r G.espués de la provccación antigénica úS:SH3-::i._ 

f.ica ·:l· :~.nte l.a estimulación co:i. mitégenos incspecÍficos,.. :::úde la síntesis 

de ~~.!3!¡; r,edia::-1te la incorporacié:i. de Timidina 3 H e:1 cuer."Cas de pulso cpn 

en 4I: cc~tadcr Ce centelleo p~ra líquidos ( 39 ) . 

:Sr~ la práctica, se obtuvieron las célul.as lin.fol.Jcs Ce le::; h;:i.zos de 

1os ra":.ones de cada camada, con los cuales se hicieron =.ic::;::icultivos p.:;or 

sext:.u?l:icado en placas de 96 ,pozos de fondo plano estétil.e:s ( 2ostar ~r-~. 

3590 ) . Se colocaron en cada pozo 1 X 105 células/pl y se formar:on 4 gru-

p,_:,.s: =~ -::.rai:>a.jo, tal ce~ lo indica el Cuadro 2. A cada grupo se le e.gr:-~·-;:!:_ 

::-:·:: ::\r;~..!.o RP!·!I 1640 Gibco s~:;!.e!!lent:ido con 10% de SBF 

~~- Grupo control, con 100 .,.ul d~ r:tcdio F...?MI. 

3 .. Grupo control negativo, con lOO~ul de gamaglcbulin.as de bovino 

[ 1 mg/ml l. 

~- Grupo control positivo, con 100 ,ul de Con A [ 5 .ug/r.tl ]. 

~- Grupo experimental, con 100 ul de gam~globulinas de cerdo 

( 1 mg/ml ] • 

Loa ~u1.t.Lvos se incubo.ron a 37°C en una atr..1.Ósfcra húmeC.a con -5!!. de-..co 2 ,-;~. 

16 
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rante 72 h, tiempo C!n el :::.Jo.:.. ·:;:=ur.::·c una cstimulación adecuoda de lon lin

focitos por el antígeno ó .i;!l ri<:.Óc.ir.::1~1.) .. Desr,:ués de 48 h tic incubaci5n, los 

:::'.•~~tivos se murcaron c.::::·. }?~: ·:: ·.:;0. '!.'irnidina 2H con AE de 6 .. 7 Ci/mmol ( l.;E.'l'-

ú27X ~.:ew England !Iuc1car ) .:3i i.•.: :....-1.~ 1 :10 en medio RPr-!I 1640 Gibco sin supl;:_ 

tncntar con SBF y C.cspués :!e lS ,::.. 2 .. 1 h. se cc~:;echo.ron las células en un cos~ 

c'bn.dor Brandel ModeJ..o 24· .. -, c::i!1 -e!. T\D'N que 'h~ incorporaC:o Timidina 
3

n en tj_ 

r~.s de papel de fibra de ~.ri.J.!:'ic t..:natman :-:o .. 1827-808, 2 X 12 cm ) . Las 

tiras de papel se dcjaro1: 5e<:"n:-:- ::' los frag:r.entos que cor..!.:cnÍ~!'! 1?.s mues 

tras se colocaron por s~'°::';a.r"-:lo e:-~ .=rascos q,ue contenían 5 ml de líquido de 

centelleo . .Por Últiu.o, la c~:-:.-:;.j_..:_::.r:~ ~e Ti:n.iéina 3
tt inco:t.!_)O:?:ada por cada 

muestra se determinó por :r.edio .::,:? Cp'i'il por espacio de 1 :::i.ir... en un cont:1::1or 

de centelleo para 1.Íquidcs :'RI-·L.UIB .?acka.rd 300. 

Obtencióñ y sensibilizacién de e~itrocitos .. 

se sangró un borrego de 1-a ven~ y11".:jUl~, se obtuvo en :o~a estéril sangre 

que se diluyó 1:2 con sol1..::.ciér: ;..-;~eve:='s ( ..JO y 41 ) , se dejaron a 4°C po= 

espacio de 4 días para pe~rr.i-t..:.~ :a lisis de los eritroc:.:=:os ..... riejos. Poste

riormente los eritrocitos s·:?- 1-=:.·.·:ir:~n con !'35 pH 7 .2 fr~o, ·se centrifug.iron 

a 850 g durante 10' a SºC _ Z2t:~::. <::pe~ación 3e lavz.Co .:::e =-ec:l ') zó las "lleces 

necesarias hasta que en el .sc-=:-::-en~.2::'.:'.te ne :-.~..±>ic!'.'a hern091cbin:!.. Después de 

la Última centrifugación, 20 •--~ e~ eritro=:.t:os se .rescs~!?=diercn en 50 ml 

de gamaglobulinas de ce~dc 10 :-:-.~:r 'ml ] ; es-e.a solución -se :mezcl0 a su vez 

con 5 ;:i.l de glutaraldehido 21. 2.!_··7~ en !·:.3.Cl J.15 :-1, se as;itó ler:.tamer..te a 

se 1-:PJaron 3 veces para cli!:"o'.'...:-~.::.::: ? l 2:-:.::es.:;, d-e gl utaralCe.::.icio '.:' gam.:iglobul2:_ 

n.3.s de cerdo y por Último :S~ !'"a.:5•.:.sper..:lieron al 2.S't con ?ES pH 7.2 par::i su 

utilización. 

Hemaglutinación I~dirocta en ~iC~~pl~ca. 

17 
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Esta técnica -da aqlutinc"1ci0:1, 2e bns.:i. 8n una reacción a:--~tígcno-anticut:rpo, 

en donde se ::t.; f.!.jaCc. :.····- --~i··::s qur.':::-.ic.:os, un antíge::no a eritrocitos para 

En u.Y\a p;Z:r.ca de n-~ic:::oti:f.:u! ':!.:::i-5:'! ( Figura 5 ) , se colocó en cada pozo 

de la pri=-.e.ra 1:.ilt~ra ..... ~r:·.i~.:.1 :.::5 .,ul del. suero de cada ~atón, se hicieron 

.. ·:•.:., c1! J.u::J.;,'.';""'.CS seriudas con PBS hasta una 

::-n u:-:. c.:;--:-.. "!:rol negativa =cr:nado por 25 pl de 

PBS p}l 7. 2 y t-~ cont~ol l:.::.-~ ': r<~• fc'.!:!nndo por 25 ,ul de suero de cornejo anti 

-cerdo. Daspc.és en cada pozo s12 colocaron 25 )ll de erib:ocitos -~cnsibiliz~ 

Ces. Las p1.ac=..s sz inc,_-.:-:.,::-~cn .:;· . .:.::a:lte 12 h a 4ªC y por 1:1..::7.::lo se hicic1:-on 

1as lect~as corre.s_por.od.ient.c.s. 
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RESUI,Tl.DOS 

Cinética Dosis-respuesta de Concanavalina A. 

Como so muestra en la Gráfica 1 y cuadro;.,~,· ra ·respuesta IDáxima de los liE_ -

focitos de bazo en cultivo se obtuvó .cuando~se titilizó 5 pg/ml de Con A. 

A concentraciones extremas, 1a resp~·~tci. __ ,f_~~ .m~~~ ... ~-~":ta·_dosis ·óptima para 

estimula.!'.'. a los linfocitos se utilizó para -los-e~S~.Y~s. de Transformación 

Blastoide. 

Transfonnación Blastoide. 

Las cuentas ~6r minuto (cpm) obtenidas de~ ~..DN-H3 de los 1infocitos de ba

zo de les grupos de ratones i~=..unizados, io5 células en lCO~ul + 100
1
ul de: 

me::iio P.?:·tI·. coropl~to, Gamaglol:..::..lina·s de bovino, Gamo.globul.i.:ia.s de: cer::lc ,y 

Conc.:.::a.v.!ilina A pueden obsern~-=se e:i las Gráficas 2, 3 y a.'l; y en los cua 

dros 4, 5, 6 y 7 respectivarr.2r.:.tc. Se enco:-i.tró :1eterogeni?::i.~ad de las cifras 

entre li:l.S ca..":l.adas inmunizadas pcr a.-nbas · .... -.ías con la rnisna concentro.ción y 

sn~re la3 carnadas tratadas con dife~e~tes concentraciones de inmunoglobuli.. 

n3s de cerdo. Lo más evidente de· todo, es que las cprn ohteniUc5 ~~~~¿~ 10s 

~i~focitos se encontraban en prescnci~ de Con A fueron ~~=~o ~5s altas que 

:as registradas para los otros grupos celulares empleados- En los grupos 

culti.' .. ·;id..:>s en presencia Ce. RP:·:I, Gare.aglo~:::n.:.linas de bovino y Garoaglobulinns 

.=.e c~::do no puede observarse clara_rna:i.te una diferencia de=:inida debido, co 

=.o se mencio~ó anteriormente, a la neterogeneidad de les cpm. 

En la Gráfica S y Cuadro 8, se muescran los Indices de Transformación 

IT* ) de 1os linfocitos en cultivo de cada grupo celular. En allos se 

'* IT X de cp:n del 1\DN-HJ de los linfocitos de un grupo cel.ular 

X de cpm del AON-H
3 

de los linfocitos + medio RPMI 
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Gráfica 1~ Curi..-a DosLs-res~~esta de Con A para la estimul~ción de 
1 X 105 linfocitos/ 100,ul. 
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de Con A. 
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Gr~fica 2. Transformación Blastcide. Comportamiento 
dE los linfocitos de bazo de los ratones 
inmunizc..dos pcr -:lia oral, cultivados -en 
presenc~a de RPMI, Y de Bovino, Y de CeE 
de y Con ;;; ... 
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Gr~fica 3. Trans~orcnci6:1 Blastoide. Comportamiento 
de los linfocitos del bazo de los rato -
nes ~nmun~zado5 en presencia de RPMI, Y 
de Bovino, Y de Cerdo y Con A. 
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1·t 1 4. cuo11t .• H:1 pc.n: mi.nuto (cpm) obtenida~ del J\DN-11.1 t.la lo~ linfuc.it\)$ do b(t::.u ·1- Medio RPM:r: comple~o. 

Oral 

s.c. 

2 655 
3 3l!J 
3 51'3 
3 363 
4 842 
4 960 
7 399 
7 252 
7 760 
8 425 
8 555 

10 680 
X 6 060 
s 2 496 

41 002 
18 401 
20 910 
34 021 
25 156 
38 737 

8 642· 
287 
123 
130 
166 
863 

15 703 
15 449 

1.04 
66 

105 
61 

553 
99 

l 336 
l 893 

547 
893 
681 

1 154 
624• 
572 

l 934 
3 868 

10 407 
2 118 
4 903 
2 019 
2 519 
2 498 
2 845 
2 826 

10 551 
l. 822 
4 025 
3 005 

4 642 
5 209 
6 638 

30 661 
62 006 

9 878 .. 

19 839 
20 871 

* 2 926 
1 675 
l 296 

'953 
1 238 
1 751 

711 
877 
556 

1 747 
3 895 
2 931 
1 713 

986 

667 
2 231 
l 267 

19 032 
4 583 
1 374 

31 633 
1 729 
1 932 

696 
1 465 
1 540 
5 695 
9 199 

192 4 057 454 13 674 l 861 10 903 16 315 320 
243 1 657 221 ll 438 4 OG6 14 027 13 668 804 
121 -1 576 154 11 916 2 170 i1 753 17 562 289 
299 l 883 558 9 649 1 478 11 716 14 554 562 
242 2 ·186 -- 345 10 518 2 771 15 432 13 357 241 
450 - l 935. 2r/ 10 011 2 597 2\) 344 16 071 2 154 

2 027 '4 177 48 * 3 722 5 571 12 387 380 
1 ;781-" - 9 .442 ·.. 47 19 31-5 7 405 21 698 187 

53 
69 
73 

193 
61 

137 
473 
193 
214 
234 
211 
296 
185 
114 

99 
119 
119 

65 
85 
89 

109 
·112 
253 
128 

6_0 
98 

114 
44 

1 / 

1 -

61 ···- ···~ '¡9 - .• -....• 265 

··_· 7584 ·.·• - .: .239 
- 19.9 

_si; -.2s9 
60 - ._211 
79 -298 

352 
298 

. _70 - : 
67 .. · 2 041... 2 163 54 1 489 7 657 20 768 320 

3 067 - -f 945 64 1 764 5 946 15 286 256 ·72 645 
2 247 1 105 50 354 10 671 15 107 320 71 379 

181 
125 
240 
439 
217 

96 
357 
269 
285 
134 
468 - -
li4 
2•l8 
115 

3 203 10 595 52 943 ·7 133 lG 096 l 373 76 363 
X ·¡ 326 3 560 190 

1
1.l 201 3 59•\ :1.J •163 I 16 072 GOO 68 314 ~ '" 

_____ . ____ ; __ .~~~-7---·~--~-3·~-----1-~-~--¡_1 J~:~_J_~1 __ '.~~:__J_~--~-'_L__'_~~~----!:~_c_c __ _.__ __ ª ___ .__1 __ 1J __ ~--~--·-J __ 

952 
497 
376 
272 
266 
370 
858 
328 
332 
3:!0 
658 
286 

f 1 ;:: J-lY r1a inmunoglobulj_nas de cerdo/rot:ón. 
s.c.. s11l .. c..•ut.rine.:1 • 

.... ·1 •. -: . ., ............. 1,~1 ~ ..... ""'""' ,..,....nf-'.:l1•1inados. 
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CUl\Pf<O 1,: cuc 11 t..,Ht por mi.noto {cr1m) obtenidas del 1\0N-11

3 
de los linfocit:os dei bnzo + Gumaglobulit\a9 de bovino. 

-"'-~ 
- T--··-·-

! ¡ 
vl'.a o 1.5 7.5 15 75 1SO 300 600 1 200 2 400 4 500 ·------ ------... ----·-----

770 494 145 961 2 620 
•' • 562 l 

1 906 .60 92 96 525:: 336 l 645 388 1 031 2 242 476 116 83 286 l 544 34 052 53 509 3 21\6 2 137 1 077 107 76 3G7 1 433 27 030 BG 7 255 410 .. 2 329 7Ss 309 96 387 389"' 29 829 1B8 177 251 978 607 167 117 144 695 33 923 B8 157 267 l 186' 317 ·106 115 252 822 6 326 312 157 * 328 1 2B6 324 101 128 
Oral 

2 501 4 931 53 4 649 390 1 479 213 116 1 343 766 l 706 1 397 l 298 90 1 1B8 229 lli7 5Ul 920 . 1 BU2 917 COG 907 19 070 177 252 587 lll 2 309 2 455 874 
1 ·-•.•. 

- 1 
1.64 1 O!lO 103 1:.;o z:.1 71 1 609 823 361 •. 469 1 l'JT ---- 204 369 595 x 87B 12 035 680 1 532 l 304 982 2 532 '183 145 411 s 648 13 758 . 754 2 108 l 194 788 4 712 76 81 325 '•. 

. -,.; . 
356 5, 193: 640 5 121 8 454 5 185 2 625 65 48 178 493 ·304 .8 .. 397 .. 339. 2 076 7 246 5 661 l 959 980 .56 1s9 292 201·.-.. 6 .7.31· .. , 242 9 412 16 959 12 700 l 691 '220 58 127 3B9 217 12. 625. 

- 275 4 116 11 5g3 8 975 3 562 1 199 ·9,¡ 129 550 193 •: ·6 <487 264 4 !l29 3 222 9 815 l 2G5 5313 93 95 377 
276.•.·· io 496 204 \.) '!S!i4 1 7ll2 4 un 2 517 na 5;¡ 103 1 :?:?3 l 072: ~ . 4 67.0 091 * •j 2Í5 7 419 1 752 BG .. 96 l.14 320 

s.c. 
~~r 4 162 406 10 345 11 004 2 171 796 139 121 363 

c.4 055 301 .4 4S7 11 0:!1 7 409 1 227 215- 110 425 543 21 156 502 5 264 6 33:1 2 361 225 165 148 664 647 •,. 12 868 41.6 1 342 7 275 ]. '154 205 222 124 415 12 706 1.2 41.4 1. 201 2 435 '5 257 2 174 1 077 128 269 878 ¡ x 1 434 1 9 104 480 5 210 6 692 7 95G 2 !)"78 561 1.1.3 139 534 .; l t\OG ,¡ (l52 282 2 305 4 438 2 ~)ú(-') 1 5ú8 -144 58 45 259 
-

= ¡ug de .i.tuu\moy lobulinas de Cto:rdo/ratón. 
S.C. i= !:.J\lbCl.ltiÍtlOél. 

• ¡;:¡ cu.lt.i vuH coluln.t., cofftitm.i.nado· 

~-----------------



iiiii 

oral 

4 G47 
4 030 
2 218 
3 707 
:1 309 
:; Sl4 

U75 
L 577 
8 252 
9 260 

-

l 701 
4 109 

11 850 
3 374 
G 531 
s 4.2:! 

19'J 
339 

11 950 
2 1.38 

9 022 12 585 2 163 G50 
7 472 l 556 2 465 3 375 
7 376 l 110 3 241 2 429 

19 B56 4 003 20 143 3 lOG 
21 451 l 617 3 4U7 365 
13 443 ' 5YG 16 JOY 277 

G 9"H •l'.11 ~ 3'.llJ 
6 '/7:1. 464 2 161 
6 5l15 191 70.r, 
1 075 1 082 l 101 

¡ 1; :1. :~t; :;, ~i51 .! '18'1 2 849 3 3B7 

L----l~ m _} ;::_ ·!-·-~---·~_,~.,..~-· -1---~: __ :t_i_~~.....,, __ .~_;_~-~--+------i---~-i_~_~__, 
• 1 ~~nr -·-1 'Y\ lti15 :?".~f) :·~) '/,lt; 1,1\ !. ,,¡" ·::.~¡ :'"!A OlH 

1 -·.1r,.2 ·. )A· •.1ü'7 ~o·J ·,~~ '109 ., OH 1 1 u L·Y:' 2u s15 
·1 · 750 · - '· 1!5. 464 365 33 369 B 243 15 ·2ua 30 240 
2 339 12 :i75' 253 30 715 8 601 17 344 28 904 
1 643. 21 084 520 !S H61 12 782 15 735 29 171 
1 19l . 1.5 394 (;3.¡ . 1;: u•\O ~; ·101 13 C•úO ~7 4•)!i 
3 118 4 708 24 • S 028 9 850 28 904 
2 719 4 881 41 4 990 13 567 26 823 
3 517 3 534 350 3 676 18 239 25 533 
3 744 7 585 ~ 321 7 951 15 997 23 898 
4 613 4 31.4 453 B 125 13 2lB 32 701 

s.c. 

l 6íl7 
~ 50B 
6 0'17 

22 r.,17 
l'\f:i ·~:.!5 

','!J. 

rl ~i7 
~-m 

ttr¡r.\ 

l ·~ ; .. 1) 

J ·~ ::> 
7 166 

12 985 

1 853 
3 205 

2~7 

4 167 
641 

1. 005 
301 

254 
234 
23(; 
;ltiG 
196 
395 
.1r,4 
4t.J5 
o.n 
31.l:l 
7tl0 
796 
441 
·2&2·: 

10') 
486 
265 
673 
369 

J.!l2 
189 
212 
f•Ol 

647 
692 
664 

293,, ___ -5!)5 
148 589 
232 755 
381 936 
465 815 
712 712 
329 1 703 
371 799 

Soj 
660 
34.! 
155 

32"/ 
457 
274 
397 

l. Ol19 
249 
374 
564 
302 
262 
564 

2 967 ·1 557 1 656 2 G'Jl 10 985 28 001 
X 2 561 10 084 338 10 741 6 757 14 776 ,

1

. 28 209 
,S10lfl 5606 1-95 2490 2768 25ll0 2137 

.__ ___ J ___________ J .. ________ ·--'---·--~-.---1-------~----'-----~---~----

556 
2 973 
l 315 
1 333 179 292 

434 
222 

[ } = conce11traci.ó11 de l.nmunogl.obtJlinas de cerdo/rutón l/"MJ) 
s.c. subcut.tí.11e.:i. 

C\1ltivo!:i celulares cn11t.ami11LHlos. 
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1 :111\DHO ·¡. C::U(!nt'-t!O p0r mj.nuto (cpm) obt~rd rlns dc1 nnN-11 3 de los llr1foc:1.to!> de b.,~.o +.. Con 1\. 

-- --· ·--· ·-,--

r:s::~_1 ¡ o 1. 5 7.5 1.5 75 150 300 GOO l 200 2 tlOO 4 500 
·----~ ... 1 -----·-

715 057 l84 l 026 321 075 714 904 .. 36 177 l88 794 3 060 12 273 24 932 724 447 437 342 457 146 857 908 12 357 253 630 7 094 ll 322 17 500 742 286 l 860 83 464 902 746 790 45 445 206 584 4 909 20 054 27 598 664 073 3 123 l 768 390 703 783 232 17 143 224 055 3 310 12 529 25 230 622 695 7 540 3 735 300 835 907 956 39 351 223 746 2 906 21 940 
, 

30 969 785 089 5 614 512 346 039 859 418 38 693 117 488 2 483 19 068 8 863 771 1.56 l 528 ll 940 434 401 * 363 732 311 004 8 325 12 327 29 914 
Oral 

512 745 736 10 262 GGil 133 203 511 403 477 8 o9o 18 250 13 591 660 787 255 5 442 bJ'.j 'J28 289 327 ·167 012 1-2 256 25 755 17 ~~~..¡ C.74 846 363 5 617 S77 1)~1 9 201 º'1'3 ·.H~•l f~:t 1 13 7r;4 20 1 ~t :) ,, ·.;.1'4 1 686 937 726 12 335 621 20G 239 077 353 (l39 12 248 s 78·1 16 :?35 - 556 942 534 32 556 629 323 242 740 185 0$7 13 412 13 254 10 612 X 676 42i 1 90·0 7 134 485.140 811 701 144 050 276 660 7 654 16 308 19 409 s 78 199 2 272 8 797 125 655 68 399 119 648 101 588 4 188 4 985 7 697 

. 
4 402 378 210 •l 841 279 130 578 113 850 054 659 354 20 716 3 271 61 008 109 420 595 367 714 792 267 739 579 669 726 451 663 870 16 224 3 937 59 880 70 960 209 476 59!) 104 1.89 HOO 583 649 811 986 ':ll.9 817 16 794 3 703 62 250 102 802 356 419 998 357 240 066 636 820 12 604 698 551 19 550 1 090 68 569 72 870 949 ~37 533 390 1 J t;'.~ 893 ~>Sfi 918 815 7:!G 680 774 1.7 (,l;Q 5 042 Bri 30,l 119 051 34) •114 973 1 l.º10 ·1·11 J.1n ,·,·1,\ Uº/ti "/.1n :..:•._J(J •¡37 ~~·.o ,,., 309 4 '15.2 78 550 1;)1 050 '122 654 132 146 103 * ~ .. (.~ 3 l.U'/ 3S9 351 737 52·1 15 102 9 396 54 761 3<1 787 s.c. 

477 018 99 430 139 539 71:~ 957 7'15 652 927 12 123 8 293 53 877 15 327 697 638 93 902 425 590 590 745 O<lü 609 714 1 r. 263 9 296 36 104 17 239 618 656 61 378 261 55.:! 826 760 624 80•1 506 17 005 9 173 63 733 21 557 702 53H 66 o~:! 150 ,¡70 7UC.t T/6 3 3~;\ GútJ 230 16 OSA 10 741 58 531 18 637 4'.JfJ lBS BB c,:r·, 
f 

J 32 :l ~. 1:¡ :?87 s:;:1 2u:~ 1059 S~}B ::!3 990 9 402 61 357 l'l 622 X 310 2-JS .2f.\] 3llli 661 ;,¡5 161 !-)()l. t](1') 701 l"! o 7·1l 117 18 132 6 483 61 744 57 360 s )] 6 962 

~~:_::~-l~~:~ J 

51 940 ~) :! !5u:.. ¿,¡u tL'.·l 12·1 .¡-;¡ ,¡ 057 3 073 11 32~ 41 160 ___ J ___ 
··-·· -·-----··---·--·'---- ....,_. 

[ J "").HJ d\! i11mu11cJglubul.i.1\c.t:; d~ c.:t?rdo/1:ütÓn. 
S .. C .. u SU!JCUtiÍllCi;t. 

* = cultivos cclulilres contaminétdos .. 
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pg/ratón 

Gr~fica S. Transformación 2lastoide4 Comporta...~iento de linfocitos 
de bazo de los ratones in...~unizados por vía oral ( fig~ 
ras negras ) y por vía subcut~~ea ( figuras blancas ) 
con diferentes concentr~ciones de inmunoglobulinas de 
cerdo en prc3cnci~ de ~r.::iuncglcbulinas de bovino ~ , 
inrounoglobulinas de cerdo 0 y Con A C . 
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CUADRO 8. lndic•• d• h"an•fo~ac;r1l$n C•1u1ar. 
. . 

~ ' 1 · ... 
1.S 7 .. 5, 15 . 75 :· 1so 'ºº -·~.n··,- 1 200 

,. 
2 ·'ºº • 500 . 

: .. ) ' 

·.--
o 1 . 1: l• 1; l ·, 1 . . ·~1 ..__ 

. 

J:g bovlna 0.19· º·'" 1.00 ., O.Je 0.06 ,0.57 ·,. o.44 :·--. 0.90 0,09 1,65 

Oul . 
I9 ~rdo 0,78 0,31 ._:-.1_~~73_ - 0.69 0.40 o,9s-:- ·1~68 ;i:.:n 2,17 1,37 

""" • 112.90 7:1.17 73.oo 120,50 40.91 04,05 C0,57 .,1,:rn UG, 79 7U,02 

o 1 

Iq bovina 0,75 2,55 2.52 0,46 1.er. 0,69 0,16 0,93 1.65 0.'44 1.11 

a.c. 
Ig cudo 11"IJ 2.Bl 1.77 ..,. .1.D~. 1~ :llJ 1,n; 2.19 s • .t2 2,54 Q,l)Q 

""" • 18$,17 7J.41 94.63 19,20 145.17. 61.16 46,00 J0.19 94,53 196.32 1:20.02 

( 1 .-1~~:,"'~·.:;::~~~,~~~l lh1t11 d~ ~~ró9'.lu~n. 
19 
s.c. •ul.>1.:u.tZl.11 • .i., 

cultivo• calulair•• contom.ina.do11. 
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puede-. obser,.ra::- m5s cvid~:::.'::.c·:-.~::-.::-::-t:e el comr;'S•i.i.:.·:u:•icnto de los linfocitos den -

tro~ ::e cada grupo -,,,. 'L!ntr(.~ c·.::i;::. :.-?:!:.:: d-~ ~.!.i ~-º· : 
!.-os linfocito~ cult.i ... T"2-::.:J-s e::i:~ p::-S!zencia de gamaglo!:u~inas de bovino 

prese;-.taron IT baj<0s, i;,cic::-..c:>::.,, q:;;e el c:or.1pcrt.:i.-qiento rlel estas células fue 

sir.d1¿r al. Ge los l.i.J'"!.fo:::i-=':'~- "==".!ltivados c.:'n medio RPMI .. En los linfocitos 

de loa ratones in..~·:.:..xiza¿~s ~~~ ~ía subcut2.nca, los IT flUctuaron entre 

0.16 y 2.55; y en 1.-=-s li=.f,; ·=.:_-::;.:.·s de !..os ra.tones in..-n.unizados por. vía oral 

entre 0.06 y 1.65. 

I..os li.nfocitos cul ~:i ': ¿-_·::..:::.;;;: preccncia de gamagloñulinas de cerdo pr:::_ 

sent.~..:;n I.T :bajos, 3 exc.e_;.::::. ·:.~. :.:..~:-l. 3:'!' obt~:1.icio en 7. 5 .,lSJ en vía oral, pero 

mayores que los o!:n:.eniC:~.s c~::..::.!.:3_;) :os li.nf:'.)c:i.tos se cult:ivaroh co~ g(.!maglo-

b~liT>..as de bovino. 'T3.....-r:\b:::...~rt e:: !;;.s;:a caso, los lin!"ocitos tuvieron un compoE_ 

tamiento similar al Ce 1as células cultivad~s con medio RPMI. Los IT de 

los lL"'lfoci.tos de .:!.os ra~o:-~es i.=J.."tt'".lnizados por vía subc'.ltánca fluctu.:i::on en 

-:-rG o_·~. y 5 .. 42; y -e::i. les .!.:_=~=-=·:::.: ~_. :·::> ,::_.3 los inr.:;ttnizados por vía orill entre 

0 .. 31 :; 2.37 .. 

Les li.nfocitc-s cul:d"";.s . .:::.·:::. ;.:;;::. ;;:cesE:ncia de C:Jn A p~esentaron I'I' signi

ficati. ... r.anente maycr.:=s qu:!":. .:.::· . .:; .:::.2 lc.5 otros grupc.s celular<as .. Los I;-¡• de los 

linfo::.itcs de los r=.tor¡-es .:.. -::::c::.:..zad~s !-='Or vía subcu"C.ánea oscila.ron entre 

40. 91 -1 120 .. 5. Estos dat-:::.s .' .. ::·.==..-:""...E>.n clar¡:-~.ente que la fu:-.=i.onalidad de los 

l:.nfoc.i:t.os fue la 6?ti=-.;.-

~·c-r otra parta., e..s :.Z::::.: .. .:.:-=..::..~:..a hacer r:.o~:ir, s~t: .!.....:.:::. =7: do;; 1.os li.:ifaci

tos Ce los ratones in.':lur. • .i~:::::·.::s _;:or vía s~cután~a fuer=in casi siempre may~ 

ri:~s q:.1::- los encont=~dos e!::. ::::.=: l.infqcibJS .:i: los ra:.~ne-.s. i:r..munizados por 

-...-:.a :.::-=:tl .. 

l.!' .-;le !<!ann-Yfuitney .. Por ~e:=::..:: ::':-:?.1. 3.nál.isis :Je va.~:..e.nza, ;-.o se encontraron 

dif·~'!'cncias estadístic...~~-::::·.;- ::~ . .:..CTni=ica-c:.·.:--::!::' or.~re l.cs grupos celulares con 

res!..ecto a la dosis ad:~r.i.:ti:..;i:..rü:-.ia y .::i. la -.. ~{.¿ de ir:munización .. 
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dd Gl Ms F 

TOTi>J,, 2.801 X 1016 719 
1013 ENTRE 7.542 X 1014 19 3.969 X 1.019 

VIA 3.773 X 1013 1 3.793 X 1013 0.973 
DOSIS 3.837 1014 9 4.263 X 

13 1.094 X .1013 
VIA X DOSIS 3.325 X 1014 9 3.694 X 10 0.948 
EFmOR 2.726 X 1016 700 3.894 X 1013 

F crítica para p o.os 2.94 

Con la prueba de U de Mann-i.;;:hitney no se encontraron diferencias esta 

dÍsticamente significativas entre las células cultivadas en presencia de 

inmu::.oglobuli:-ias de cerdo, garaaglc1:.:ul.inas de bovino y medio RPHI complemeE_ 

tado4 Por el contrario, existe una diferencia estadísticamente significat_! 

va entre los grupos mencionados anteriormente y las cé1ulas cultivadas en 

pres~~cia de Con A para los linfocitos de los animales tratados por ambas 

v!as Goma se observa en la Gráfica 5. 

Hemaglutinación InCirect.a en microplaca. 

En la Gráfica 6 y Cuadro 9, puede observarse qUe los animales tratados por 

•.ríe ¡.-,.:~cutánea respondieron en un 75_. 91 "5 ( 104/137 ) en todas las concen -

--:·~::i-::-:::-::es a excepción de la de 7. 5 _..ug/ml, mostrando tí~ulos desde 1: 2 has-

t:~ 1:256. 

El 19.67% ( 24/122 ) de los animales inmunizados por vía oral respon

c!ie!.-on. a excepción de las cc:-icent!:"aciones de 1.5 y 75 ,ug/rnl. En compara 

-=--~é:i. con los ratones trü.tu.::3.os por -... -ía subcutá:1.ca, los -::!t"..::.lcs fueron bajos; 

C~ 1:2 a 1:16 .. Es importante hacer notar que conforme fueron aumentando 

]as dosis de inmunoglobulinas de c~rdo, el título de anticuerpos fue aurne~ 

~Jnao; obteniendose en 300 pg/ml los títulos más altos a ·1:256 en vía sub

cutánea y 1:8 en vía oral. T3.Illbién puede observarse que algunos de los ani 

:nales testigos respondieron con títulos ~ajos de anticuerpos; 1:16 en vía 

subcut5neJ y 1:4 en vía oral. Por otra pa~te, en la Figura 5 se muestra 

21 
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Fig. S. Hemaglutinación Indirecta. De la placa superior, en la li
nea A se observa que no existe hemaglutinación ( control 
negativo ) a diferencia de la linea B que funcionó como 
control positivo ( suero de conejo anti-cerdo ) que prese~ 
tó aglutinación hasta el pozo número 12¡ en las demás li -
neas y en la placa inferior, se observan sueros negativos 
y positivos de los animales experimentales. 
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ferentes concentr~ciones Ce i~..mt::.noglobulinas de cerdo 
y con ?:as. 
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que el control n=."g·::!tivo { ·eritrocitos :;ensibilizados + PBS ) no pre.sentó 

título de antic.~~ns, y el. control positivo ( eritrocitos sensjbilizoa'os 

+ suero de conej~ •~~ti-cerdo ) presentó un título h~sta fe 1:4096. 

üe acuerd•J .. .;o:;-.. los d.:itcs obt~nidos en los sueros t'cstigos en ambas 

vías, se establ.e:=ió la Positivida:3. de los sueros de los ~atoncs inmuniza -

dos, eliminando l·os valores abajo de 1: 16 pa.ra la vía subcut&ni:!a y 1: 4 pa

ra la vía oral, Ca6o que l.a _posi tividnd de los testigos estab~1 en esos va-

lores y FOr lo t.::.=:.t:.-=i se consideraron positivos unicarne..."ltc valores .urriba 

de 2"=.·S encontraC.:::.s en los o:;,rt:i:p::is t.estigcs como se obst;:=va en l.:i Gráfica 7 

'"':i Cuc.dro 10-

De esta mane::::-a, solamente el 13.86% ( 19/137 ) de los animales inmun! 

zados por vía sU.:::.cut~ne.u. y el -4. 91% ( 6/122 ) de los inmunizados por vÍ<J. 

or.al, rao.s .. traron -=.::-=.clcs de c:-:.ticuerpos. 

El análisis est~dístico nedian~e la prueba de x 2 , indica que los va -

lores -.:=.:icontrado.s e:1 el suero de los animales experirne:ltales inrnu~izados 

P·:>r ·"·!a subcu.t5::-.~.::. son difercnt~;s a los encontrados en el suero de lo::; an2:_ 

males b;;s~igos con u....1a p L C~ O. 001. Por el contrario, los re:sul tados en 

e1 gru¡_:;.o ir...rauniza;::!.o po~ vía oral, muestran una diferer:•:ia con p L_ de O. 05. 

La comparac.i·6:i -entre las dos vías :nuestra que existe una diferencia 

c.stadíst.ica.'1lente s!.snificati:va ent::-e <:!.robas excepto en el grupo inmunizado 

con 1 .. 5 ug de i.r.c..::.-:-....:J:;lobul.i~as Ce cerdo. 

22 \ 
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DISCUSION 

E> '°'""•= bmu=,6qko P=~nce en ~do• 'º" ve<«h<•l y •'O=••- fo=<
' tebrados,. se inicia con la :fu....---iciOn primordia1 de1 recono'cimiento de lo pro-
¡ 

pio. 

Este evento está mediado por el reconocintlento de moléculas presentes 

en la s1.:pc.rficie de las cél.uJ...as, 1.as cuales son el resu1.tado de la expre 

ción de U-"1. conju...-:ito ·de ge':'".i.es a ·ias .que en grt.;;.po se les llama " sistema de 

antíger..os C.c hist:.occmpat::.!..Oi..li.~a..cl ••,. ( HLA cr-.. e-1 !1.u..'TI.~.-1'lo ) el cual se vuelve 

xnás con~lejo y p-olir.'.Órf~co -e~ ma.:rnffcros ( 39 y 42 ) • 

Congruente con la Ley de Haeckcl de " la recapitulación de la fi1oge -

nia durante la or.:togenia ",. !.a primera respuesta inmune en fetos humanos se 

obserra a las 10 .sc..-n.an.:!s y mon1~::ito en el cual se evidencia la reactividad de 

los linfocitos de hígatlc-· e-n c·.il'"::.ivo mixto de linfocitos { 39 ) . S~ conoce 

tambié::i q':.;.~ el d~só.rrol.L0 .i'~¡__ul i~.¡plica uniJ...-s su¡_:.::.·t2-sién de la rt..!.;;!:-'uC:sLa .ir..:,;.~ 

ne de la ~~dre h3cia los antígenos de histoco::-.patibill~ad del feto y que e~ 

ta St.."P~es:..=!!1. derr.o.straC.a. ,e_-: c5.!:ilas ó suero, ter:nina ur..os pocos días después 

{ de 10 a 15 días en el hu.rri~nc ) del pa:.:-to ( .:;3, ""14 y 45 ) • Asimismo, de 

acue:?::C.o a la Teo:~.ra de E:u.::-::1.:;::t:, durante el desarrollo fetal, el individuo su 

prime las clonas react::...,_,..as a sus propios antígenos 3Y ) .. 

Actualmente~ se ha identificado tai-nbién en el gencr.l.a hu.-nano i..tn gen que 

codifica para una proteína ó _?éptido inmw1osupresor, que está estrechamente 

relacion2.do con la prote.ina que sintetizan a~gunos retrovirus corr.o el. Fe:LV, 

{ 46 ) da t~l m~~~~3 qu~ se puede suponer que éste puCiera ser un mecanismo 

real en el feto, ya que 1.3. st.1~.n.-esión que. se obsar.""il en el recién nacidq. r::o 

se ha podido rcl.acionar con 1.cs li!'!focitos TS ( ~7 ) .. 

23 

Al. t!1ismo tiempo, se conoc~ que las células T4 necesitan de la e·.c:timul~ 

ción ant:..g~:iica para poder multiplicarse, por lo que la respuesta del neon~ 

to a les e:. ... · .,. __ ~_1lc1s presentes en el medio ambiente después del nu.cirnie: .. co, 

será rrr.:::-. .:-s -c·fic1e-:i.-=.e y más tardía que la respuesta que un adulto puede des~ 

rrolD!:' ~ le~ ::iis.mos estÍ-;;:.ilos centra los cuales ya tiene células de memo -

:t:ic1 ( ~ l .. 
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Esta in.":l.1..:.!::0SL?resión en el recién n~cido se compensa en parte por la 

t.'!""¿".!1$fC:rencia tle -anticuerpos 1 célul.::J.S y /0 SUS prOdUCtOS re la mzidre Cn for

;n.J. pasiva ( 3, .:;~ 8, ·9, 10 y 11 ) . 

Es probabl..e que las diarreas que se observan en el recién nacido sean 
1 

el reflejo del desequilibrio de los mecanismos de defensa que son superados 

por los agentes patógenos. Es por ello que el tratar de incrementar la con~ 

centración de anticuerpos del recién nacido a través de la udministración 

pasiva de ir.:aur.oglobulinas específicas, contra los agentes patógenos más 

frecuentemente irrr.!'olucrados en la producción de diarreas puede repercutir 

en la frecuencia de las mismas. Sin embargo, la adrninistració~ de inmunogl~ 

bulinos heterélogas pueden ocasionar reacciones inmunológicas en contra de 

ellas, ya que las roacromoiéculas administradas por vía oral pueden atrave -

zar la mucosa intestinal fácilmente durante los primeros días después del 

nacimiento y ~i!=l cuando este mecanismo cese, existe la posibilidad de que 

ls.:t:..~5 !:'.ediante e:-doci tosis pueden llegar completas a la circul.:ición ( 22, 

. : ,. ~2, 33 y 3..:; ) provocando la est..:..:.1üla.ci6n del aparato inmi.·.:1vcompctentc. 

::::<:::ido a lo ante.=ior, es necesario estudiar si las in:-:iunoglobt:.linas de cer

do administradas ·?Dr vía oral son capaces de estimular inmunológicamcnte a 

2 . .:..~s ::~; ::irr-.. na:ci.::.=,s. Para ello, se Ir.ontó un modelo e:-:peri...TUental en ::: :'.tones 

recién nacidos a los cuales se les administró inmunoglobulinas de cerdo por 

vía oral. 

Los resu.lta=.os encontrados muestran que los linfocitos T de los rato -

nes Ea.lb/e A.:.N Ce 21 días de edad están capacitados para respo!"lder a mitóg~ 

nos inespecíficos, respuesta que se puede observar incluso en fetos de 16 

df::1s de cCiaci; pe:r otra parte, la est.imulación de cél..:.las T4 ~· l.::i. ::-.ultiplic~ 

ción clonal necesaria para montar una respuesta inmune se puco.d~ observar en 

ratones después del sexto día de edad, etapa en la cual apare~~emente terrni_ 

na el. periodo C.e supresión ( 4-j 1 48 ·y 49 ) . Los resultados encontrados en 

este trabajo muestran claramente que los cultivos celulares de los linfoci-

"'::"S Ce: :?:a.tones ~ecién nacidos a los que se les admir.istró iD-.:-:u_-ioglobuli ;.::.s 

de cerdo por v.ía. oral ó subcutánea, no presentan diferencias significati"'.t.1.S 

:·· .. ···~:'" .. --: se cultiv-.:::..n en presencia de gar:<.J7..lobulinas de cerdo y g~maglobul :.·. •3 

···~· ::::.:..··.~ino, s~ observa una diferencia est.:.id.Í::>t:.icamt:?n.t.e signifiL!...-:tiv.:t Cu .. ':.:•".:• 

:.:;~ ~es comp.:ira con células estimuladas con Con A de acuerdo a la prueba e~-

\ 
\ 
' 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

•· 
1 
1 
1 
1 
1 

t.ar1Í:Jtjc.:. de U de Mann-Whitr.cy ( 50 ) .. :.J2 ac1.!(.:.:.rdo al aná:!_i'!lis de vvri.·.-, ·. 

qu~ se empleó tam;ioco sa t::1.Cantr.:.ron dif.::~-::nci2!..::: zignif.ic.::.:r.iv.:!s .. 

An::q~E· el 13.861. de los a.n:!.m;;tles inr:l~--.~·d.zad~:iz ?Or v·!.e-. .subcut;:n·.:-~; _ -::i. 

·1 .. $-1~ de lon ir=:;.u.nizzd.os por v!a oral produj-::r·Q:i. ar .... ticu~?:p..;:.s en co:r.t:::·:~ e:'.•.: 

d.i.·:.:ha proteína; el v;.:.lcr Ce !a .resr.n.!csta t..-:;, '.:.:!:: ba:'.;o qu.c. :.:lo :se cncu~:-::'i.~·.;;-, 

s.:...-;;niiicanc.ia est..:i.dÍ.stic3. cu.3n,5.'.'.J se analiza };•.::.-:::.· :me:!.io Co :_,a prueba do::? : .. ~'. 

Sin eetbargo, c;·:is!:.e una dife!:'encia significa1:i ... ta en .. :::r~ los sueros d ... : l,;_.::.; :...·.:~ 

t-::-r~,3s t·~stisos :: los sueros de los ratones e:-:_r:,~r;_::.e:ltales· T.=nicame:ttE: ;:;,...._ 1.:: l 

g.c.:,r:i•-=' i:-i.:.1u:-:.i~:0.·:S'o por •JÍa !:·.!bCUt:.ánca. Se CC:!OC2 r..l."!::.~ C!1.lar.n.nt..::: la scst:t:·_!-J. 

!:e:..n.::-er se!:lana .:le edad, se hace evidente lu. respue3ca. i.r..::i.-: .. n:l:::: en rato::-1~::::; 

cia antíge:i.os s::.lubles, av.::que definiti:vamente en menor g:?.":-:ado que en ;;1:~.L~: .~~-· 

!es 2..·"5.u1--::os, 1c ::-:.:2.l :;e I!"'..:.a~e obscr·.rnr '.:..-::···.:~:· .. -·· -::~=~ t:=.::.:'.J?.jo. 

Es ir. .. 90.:.;ta~;.t.e hacer notar que aunqi..:.-:2- e.:; 2'C·s:_::..:.:: la e~-::.i..~ul2c:.én r.;1· 

nica por vía eral en individuos ncrm-:i.les, cor::.o se Í'..2 vista· en ;-iiñc:::-_¡: · ·~ 

-··- -~--:. ;. .. lb::Z::in:~~ ·::..:·:::·-:: .:.-.:.:i :SO'\-ir.a ( ASB ) y 2e E-l~c:--.00:~=-•Jl:.::2:., co:no .I.":o:-:· 

;,· .. ~.}.:::-~ .=e l~ i?!g~·s::i~~:¡ 0!2 l!.:che .. de ·~;a-::;-,_ ( 1.2 y 51 ) r ~c..ra -u·:ez se cb::...;·--

1·.: ... :..:: .. ..;;.> ... ioans· inC.Gze21..i::.les.. Pe-= o::.::-a part•.3, el h·:2!C!°' .. o G.s · =:_t::·i: :.. :;s· ~a-tone~ 

!:...:t".l .:.~·. ·• . ..:5 ::s. :=r:.=:tlo, ::"8rr:tit~ .=..z:<..:.gurar q2c! ::.=.:: :::~- .¿_..':i;_::.E.;:::..-a :?:~·.::o.::::c1=:;: com:::> .: .. 

e~~a tio.!écula '::l que por lo ::.a-""1.c.o,. .le. -:Calt"a e~~ reacc=...5n de lto.s reciúr: 

:!~':°'!! s~ debe c~nsiderar co!:1.o on fenómello iTh"tluaolégic.o .in::lt:..snciado p·~r 
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CONCLUSION 
1 

AU>>que '• e•Hou>adóo "'"=º"''°" oon <~=n,,obuHn.J do oo<do oe <nk'6 

al nacimiento de los ratones, ésta se continuó hasta desPués del período de 

supresión inmun·~. Sin embargo se demuestra l.:?. p!:'cscncia de anticuerpos en 

los ratones inmu.."1.izados por vía subcutánea, au;-¡,~·~1e a concentraciones muy ba 

jas en comparacié:i a las concf:.!ntracioncs ~e .:>..r.'"-.:..cuerpos encontradas cuando 

sa inmunizan ratcnes adultos. Se puede por lo t~~to aseverar la importancia 

de lci edad y vÍ3 ¿e estimulación en la respuesta inmune~ 
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PREPl\!U\CION DE SOI.UCIOHES 

PES pH 7.4, 0.01 M. 

Para 250 ml, se prepararon las soluciones A y B. 

Sol. i\: Se pesaron 6.9 gr 'de NaH
2
Po

4
·H

2
o. 

Sol. B: se pesaron 7 .1 gr~ de lla
2
HPo

4
• 

Se tomaron 16.5 ml de la Sol. A< 33.5 ml de la Sol. B, se. agregaron 7.4 gr 

d<> HaCl, se aforó con agua destilada hasta 1 l. y se ajustó el pH a 7.4. 

Técnica de Lowry. 

Se prepararon las siguientes soluciones: 

-A. Solución de cuso
4

"5H
2

o al 1%. 

B. de KNaC
4

H
4

o
6 

• H
2

o al 2% (tartrato de sodio.-pota 

sio) . 

C. Solución de Na2co 3 al 2% en una solución de NaOH 0.01 N. 

D. 

E. 

F. 

del reactivo ¿e folin 1:2. 

está'ndar de Albó1ina Sérica Eo\.rina (BSA) lmg/ml. 

p~=-a :00 nl, ::~ agregó 1 ml de 2-a Solución A + 

1 ml de la Sol·.Jci5n a + 98 ml de la Solución C .. 

Con la Solución E se preparó u:!a cnr ... ""a pa~ón con concentraciones de pro 

teína de 200, 100, 50, 25 y 10 pg/:::!l. J\. cada una de estas diluciones se 

1e? agregaron 4 ml de la Solucié~ ?, ae ~gitaron y se Geja~on reposar 10'; 

después se les agregó a cada una 'J.4 r:-.1 -:::e la Solución D, 3git.á11dose rÍpi

Camente- y· se procedió posteric=:~e~Le a lti- lectura espectrafotomé~""'!.-ica a 

600 run, de cuyos valores se r:::-::~=-:.JyÓ la .:urva patrón. De la muestra pro -

blema se hicieron diluciones -~ ::1000 y 1:2500; se tornaron los valores de 

densidad óptica y los valores =~sultant9s se extrapolaron en la curva pa -

trón, obteniéndose de esta rna~¿ra la concentración de 13 muestra problem~. 
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Solución Sa1ina Balanceada (SSB) de H.nnk. 

Para 1. 1, se prepararon las soluciones 1 y II: 

Solución I: D-Glucosa 10.gr. 

KH
2
Po

4
anhidro 6." gr. 

ua2HPo4 ----------- i;ss gr. 
rojo de fenol -2.·m1' (Solución al 0.05%-). 

Solución II: CaC1
2

·2H
2

o 

KCl 

_______ ._·1~86 gr, 

. 4:gi- •. 

80 -gr. NaCl -------------
M g C l 2•6H20 2 gr. 

MgS04 ·7H
2

0 2 gr. 

Se to:naron 100 m1 de la Solución I + 200 nil de la Solución _II, se aforó a 

1 1 con agua destilada,.. se aj"..!stó el pH a .7. 3, se este~ilizó con un filtro 

MILLI?ORE con membrana de O .. 22 ·.un y se repartió en muestras de 100 ml en 

frascos con tapón y re~~pa me~álica estériles. 

Medio R?MI 1640 Gibco. 

Fara 1 l: 

Se pesaron 10 .. 4 gr de R?~·1I 16~0 Gi;:;co, se disolvió con agitación lenta, se 

agregaron 2. gr de Na
2
co

3 
y se ajusioó el :;¡Ha 0.2 - 0.3 unidades por debajo 

del pii deseado .. Se e.ste=i.L:..::5 c::-n ur. filtro MILLIPORE con membrana de 0 .. 22 

i.:m y se repartió en muestr~~ ~e 100 ml en ~~ascos con tapón y 7etapa metá

lica _estéril.es. 

Hepes ( ácido N-2- Hi.:lrcxie-::.: :.p.:.pe!. .. :t:!ina-!l' -2 etanelsulfonico ) . 

Para 100 m1: 

Se pesa.ron 23 gr de .Hép~s y :e di sol vie~.:·n en 70 ml de agua destilada: se 

ajust:5 el pH a 7 .2 ccn ·...:.r-• .:i sclt.1ción de N .. 1C·H 5:-l, se aforó a 100 ml y se es

terilizó con un filtrv ~!t!.r~I?ORE con :':\e:n~r.3.n.:i 0.:!2 urn manteniéndose .;i 4ºC. 
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Glutamina. 

Se prepa~ó una solución 200 rn.'I, se -.,esaron'. 2. 927 gr de jlutamina 
- ! 

y se di -

Para 100 ml: 

solvieron en 100 mi de agua destilada .. Se esterilizaroni15' a 15 lb de pr~ 

' sión, se. hicieron alícuotas de 4 m1 y se congelaron. 

Antibióticos. 

Se preparó una mezcla pe.nicilina-estreptc~..icina SIGMA ( 100 ml) que conte

nían 10, 000 U de penicilina/ml y 10; ·aoo. ,ug ·de. estreptomicina/rnl. Se est~ 

rilizó con un filtro MILLIPORE con membrana de 0.22;1lID· 

Suero Bovino Fetal (SBF). 

El suero bovino fet2l se descomplementó a .56° C durante 30', se hicieron 

alícuotas de 100 rn1 en frascos- con tapÓn y retapa metá1ica y de 10 rol en 

tubos, ambos estériles y se congela=cn basta su uso. 

Medio RPMI 1640 Gibco comlementado. 

Para 100 ml se agregaron: 

0.4 ml de la :r.ie::cla de antibióticos. 

4.0 .ral de la soluci.~n de hepes .. 

1.0 m1 de la solución de glutamina .. 

10.0 ml de s.uera :::ovino~fetal. 

Concanavalina A ( C-~010 SIG~h; } • 

; 

Se pesaron 400 rng de Con A, se :iisolvie.ron en :!O ml de ?laCl 6.1 M, se cen-

trif"ugó a 457 g dur.:..~ot:e 10 1 ~- el aoDrenn.dante obtenido s;e centrifugó a 

37 000 g durante 1 hr y 30'. Posteriormente se cuantificó tomando una mue~ 
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tra de Con A dil uidn l. :SO e:1 Na OH 1 N y se leyó en un especrofotómctro Hi.!. 

ger & Watts a 280 mn .. Se esterilizó por fi1tr.!lción con un filtro MILLIPORE 

con membrana de 0.22 }:Z::::.., se repartió en ~uestras de 2 M~ en frascos con tE_ 

pón y retapa metálica es~é~iles y se congelaron hasta sJ uso. 
1 
1 

Líquido de Centelleo - ! 

Para 1 1 se pesaron: 

6 gr de PPO (2,5 difeniloxazol) 

-0.05 gr de POPOP ·[1,4-bis 2 (5-feniloxazolii)]benceno. 

Se agregaran 1 000 ml oi:·e Tolueno. 

Solución A1sever's. 

Para 50 ml: 

Se pesaron 0.4 gr de =
3

c
6

s
5

o
7

·2H
2

o (citrato .;;.,, sodio), 0.21 gr de NaCl y 

1.025 gr de Dextrosa; se ajustó el pH a 6.1 can ácido cítrico al ~0% y se 

esterilizó por 15 • .a 10 lb de presión • 
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