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ANTECECENTES

El virus de la hepatitia @ no es directamente ciltopdti-
co, y la respuesta inmune del hudsped es 1o que induce la lisis do
los hepatocitos y finalmente la recuperocisn do le infeccidn. Un -
estade de inmunodeficlencia selectiva para antigeno purificada dal
viyus dg la hepatitis @ ha cido postulacdo come el responaable del -
dcaarrﬁllu da la enfermpdad; pspecislmente en las infecciones de ti

po erdnizo (Dudloy, 1975; Edaleston y willlams, 1974},

Recleintemonte, so ha cstableclivo gque la infeccidn por -
virus B es mfs comin en machos quo cn hembres (Dlumbery, 19723 - -
Szmunness, 1978}. WMis reclentemernte, Drew y cols, {1978) demostro-
ron en una poblacidn con wia incidencim ruy alta da infocccidn por -
wirua de la hepatitis 8, que la presencia de anticuerpes contra el
AgaHB en madres, correlacionn con una disminucidn en gl frdice ma-
chofhembra ds loa nacimientoa. Esto dltime sugiere un Inuice incrp

mentado de abortos espontdnpos en fetos machos,



A manera de rcforzar esta obseryacidn, Loadon y cols, —
{1980) hon mostrada gue pecientes gue reclben transplantos ronales
y que poseen anticuerpos circulantes contra ol AgaHS, rechazan mds
frocuentements el transplante cuando Proviene de un donador hombro,
Estos Jdltimos datus supluren quo hay una reactividad antigdénica par
cial cruzada entre el Agsiid y ol antigeno de transplonie H-Y del -

hombre,

Do ser ciorta esta reaccidn cruzada, so podria hipoteti
zar gue ol AgsHD en swjietes machos sg peconoce camo "menos oxtraio!
y)» por lo tantn, el aclaramicnto del virus es mde ineficlente. E1
data importente es gque, hasta la Fecha, no ha podido desostrorac es

ta reaccidn cruzada.

El reconocimicnto de un antigeno como “propie" o "no -
propic" es una funcidn fundamental del macrdfago, ya gue dependien-
¢e de gud tento reconozca a un antfgeno como “no propicd, la habili

dad dal macrdfago parn climinarlo serd diferents {Zuckerman, 1572).



Eata Funcidn también detoymina la magnitud de la respueata inmung -
que me suceda y, por lo taato, ln eficiencia del acloramiento inmu-
na del antfgeno (Morgan, 1975) (v.gr.: produccién de anticuerpo es-
peciIfico gue, en un mamenta dado, al c_vps:mizar al ant{goro hard mds
eficiente 1a gliminazidn del mismo por parte de la cédlula fagociti-

ca, o sen, la eficiencla de aclaromiento serd mayor).

QBETIVOS

El objetivo d¢p eato trabajo e5 analizar si las diferenw
cias en sexo se relacionan con la veloclcad de climinacidn del AgsHB
¥, 8 8u vez, tratar de doterminar si diferentes baplotipos tienon =
alguna relacidn con el aclaramicnto cel antigeno, independionteren=

te del sexo {Margan, 1975).

Como sbjetivo secundario, st analizard la respuesta de
anticuerpo especifico on tdrminos do gcncentrocidn méxima en el t.inﬂ

po, pars asi podar determinar cudl es el esguema dao Inmunlzacidn ade



cuado et ratones de la cepo PALB-G, para en un futuro desarvollar - .

antlcugrpos monoclonales contra el AgsHE,

HIPOTESIS

Nosotros creemos gue, tanto las ¢iferoncias en sexo coma
1eos diferentes hoplotipos, inclfnycn en la valocidad do aclarariento

del AgsHB,

MATERIAL Y METODCE

Se estudlaron rontones do las cepas BALB-C y C57 a./10,
obtenidos en ol bipterio del Instituto de Irwvestigociones Biomddi—
cas ¢o la U.N,A M. Estos onimales se mantuvieron en el bloterio de
1ln Unidad de Investigacidn dal Instituto Nacicnal do Enfermedades -~
Respimmtorins, aitio -onds se llevd m caobo todo el estudio. Al ini
ciar dsta, los ratoncs tenfan entye 10 y 15 semarmoes ce odad y su pe

ao vscilaba de 20 o 230 gr.




Para cado cepa #@ hiciervn dos grupos de 10 enimales ca

da wno, uno de machoS y otra de hemtras.

El antf eno do superficle del virus de la hepatitis B -
(AgsHD) mse purificd por cromatografio cdo afiniced o partir de une -
mueatm da suero de uwn pocicnte con altos titulos de entigencmia -
dstectada por rafioinmunoensayn comerciol (R1A-ASEOT). Lo columma
de cromatografin ce afinidac ne prepard ligando ontlcucrpos monoclo
nales anti-AgcliB (AF-HB5-1), regalo @2 la Dro. Allison Goodail, el
cunl ha sido reportago previaments em la llterptura (Goooall, 1961),
a fiepharose 4B activada con bromura de ciandgeno de asuerdo o lan -

instruccicnes dol provecdor {Phamacio Flne Chemicals).

El suero dol paciente {10 ml.) se mantuvo en contacte =
con la regina durante 12 hrs, a 4°C con agitacidn modornda, Al tér
mino de aste ticmpo 8l sobrenadante se tlimind y lo resing se culg
c6 y empacd en una columma dp vidrio do 15 cm. do alture con un dif

matra intemo ds .5 cm,



Toda la protefna no unida al anticuerpo se lavd por ma-
dio do enjuagues extensivos a la comumna mociante la aplicacidn de
500 ml. do una solucidn de cloruro de Na al 2% en aguas Cestilada. -
La fraccidn gua contenfa ant{gena da superficie se lavt de lo colum
na mediente la aplicacidn de 20 ml, de una solucidn de yodurn de po

tasio 3M cn agua destilada.

Le froccidn lavada s@ concentrd por medio da absorcidn
de membranas y ne diplisd extensivamente durpnte dos olas contra so

lucidn buffor de fosfato (pH 7.4} a a°G.

Ln concentracidn do protefnas se ajustd por Lowry o 1 -
mgr. por ml. y la concentrocidn de AgcHb prescnto se detamind a -~
800 microgramos por ml, de acuerde al control positivo con quo cuen
ta el radioinmunoensayo comarciasl de Abbot. La ousencla @n la mueg
tra de anticuerpos contra ol AgHD, wa corrobord por rodioinmunoen-
sayo comorginl; asimismo, tamblén se datermind por inmunodifugidn —
en agorosa al 1% on selucidn hutfer de fosfato gue la muestra care-

cia de proteinas plasmiticas.



El mntigenc de superficie as{ oblenido se lodind eon -

1125 por ol edtodo de la cloramina T,

ta reaccidn se llovd s cobo duronte 20 neg. y te pard -
com le mplicacidn de glicina 2. L4 pro‘clne marcada con iodo ra—
dipactivo se sopnrd mediante lp pplicacidn de la solucidn de reac--
eildn a una columa de Sephacex G-2S lavada can PUS D.05K (pH 7.-1)',
se0 colectaron rracciones de 0.5 ml. y solamente se utilizaran ague-~

1lns fraccionss guo posefar mds do 10,000 cpm (cucatas por minuto).

Ls presencia de antigeno cn eslac fmeclones se coarrobg

v con RIA comorcinl {AISRIA-1I, Avhatt).

58 tuwvo mucho culdado de mentener la actividad cnpucif‘l

ca boja para cvitar lo desnoturalizacion de la proteina.

Una vez ioginado cl antigenc s filtrd n trovds do mem-

broras de .22 micras previo ajuste de 1lp congentracidn a 800 micro-



dramss pot ml. en solucidn sallna; ontes do iniclaco el experdmento
s8a corrobond quos 80 micrograros do antigeno iodinado dieron menos —
da 10,000 cpm y sa cboorvd gue el nisera do cuentas pars easta con—
cantracién da antigeno Fuc do 5,000 cpm.

Cada unw de los animales Ffug inyectado con 0.9 ml, del
antigeno iodinado que corresponde a 20 microgramos de antigeno. La
inoculacidn oo efectud en la venn de ln cola, Despuds do diociocho,
veintiecinco, cuarenta y cuarenta y echo horas, los ratones fuercn -

sangracoa del plexo retroorbital vtilizando un capilar heparinizedo.

En coda toma de sengre oo obtuviercn 50 microlitros de
sengro, Una voz obtenidas touas las muestros, se colectoron 25 mi-
cralitros ¢ge suero, los cuales se contaron on wd contodor do yodia-

cipnes gamma marca Deckman.

Ln produzcidn da antlcuerpas contra ¢l antigeno ¢e su—
parficie se deterwind a les 7 y 12 dfas utilizendo un redicicrunten

3ny0 comercial (AUSAD, Abbott). En los términos mencionados se ob-



tuvieron 100 micrulitros de sangre a partir dol plexo ratroorbital
da cada animal y el suero obtenido se diluyd 1:4 en Susrc da teme-

ra inactivaco por calor.

El aclaramicnata del antigemo do suparficle so oxprasa —
coma la constanta exponencinl K(hr-1) que se obtiene de la pendien—
te de la linca de regreside  cel logaritmo neporisno (1n) ce 1a con
centrucidn sédrica do AgsHB contrn tiempo, tal cemo deseribeon Morjan

y Soothill {1975).

Breverente: £1 nimere de cuentaa por minuto ebtenido og
las muestras te Suero e coda ratdn {25 microlitros ) sc transforman

a concentracién, mediante una regla de trus, en la cual:

800 microgromos = —m= 5 000 cEm

" y " cantidad —es—eoe—— " X " cpm

Una vez obtenida 1o concentracidn po hace uwn andlisis -
de varianza utilizando el 1n. de la concentrocidn/tiempo con objeto

do chtener una curva semilogar{tnica gue apligus a la funcidn —



Y = mx + b. Con los datos obtenices, se caltuln la pendiente oe 1a

Curvm Oua s genern y sa grafica.

EEMLO¢
Aatdn 1 Tiempa  epm  concentrecida " ln
- i concent.
8 hrs %03 1.0 2,297
25 hrs 548 8.7 2.170
a0 hrs 321 5.13 1.635
48 hra 220 a.52 1.258
¥Y¥mumx+h ===ce=w=r.o-~Interseccidn de Y - 2.8439

valor de la pendiento = -0.031

La constantn de aclaromiento K se exprusd como (m-"] -

para evitar al valor negativo de la penogiente.




La groficacidn de los rusultados es da loa valoros do -

la pendiente para cada ratdn en e} tiempo,

'El endlisis eatadfstico se ofectus utilfzando la prugba

"t® ge Stugent y chi-tuodrmda para los wvalores de lms pendientes.



FESULTADG
ACLARAMIENTD DEL ANTIGENG [E SUFERFICIE

Tanto 1os machos como 1ss hembras do la cepa ©57 BL/10
gxhibieron un walor de K muche menor qua los gnimales del misma - -
sexo da la copa BALB-G (Fig.9 ). Las diferenciss mds inpartontes —
en el indice do aclaramicento se ocbserveron ontre 1los machos y las -
hembres; en este contexto fus muy claro que las hembras aclamn el

antigono mds rdpido guo los machos.

La diferencia en haplotipo de los dos copas ootudiatos
parece ojorcer tarbién efecto, ya gue loa ratonea de 1 cepa DALD-G
cuyno haplotipo es dol tipo H—«".‘(‘1 eliminaren mds cfectivarente el an-

tigono gque los ratones de la cepa CS7 BL-10, cuyo hoplotipo es H—Zb.

PAODUCCION [E ANTIOUERPQ

De los Z0 mtones gque conformatan el grupo de la cepa -



C£57 BL=-10, &l séptimo dfa dos hebfan euerto, 1 macho y 1 hembra. -

Todas los ratones del PALO-C cobrevivioron hasta el dia 14.

Lo tabla ndmero 1 muestra cdmo al séptimo dip ¢l ndmoro
da ratones con niveles dotpctables de anticuorpo da la cepn BALBLGC
era de 18/20, Dontro de la cepn G57 BL/10 €l nimero ce ratones con
anticuerpo era ce 6/18, siendo 2 do ollon hembros.  Llems 1o aton--
cidn ol porcentaje tan ka'o do mtenes de la cepa CS7 BL-10 que de-
sarrollaren anticutrpos on cotparacidn con los DALE-C. La difceren-
cio @5 eatad{sticamente significotiva.

Para ol difa 14 los niveles do anticuerpos sufren un com
bio importonte. D2 1os @ machos BALB-C que moztroban anticucrpes -
al séntimo ofa, ninpuno tenfa niveles detectables de antituerpo pa-—
ra &l dfa 14, Do iss 10 herbras dv la misma cepa positivas para on
ticuerpo el séptimo dip, Unicamento ol S50% mantenfa niveles detecta
bles el dis 14. En controste, de las 2 hembras do 1o ceps CS? BLS10
con pnticuerpo detectable el sédptimo dfa, el ndmero el dian 14 oo in
crementd a 5 do 9. El ndmero do maches de la cean C57 BL/YD con an

ticverpo detectable al 7° dfm peymanocid sin cambios para el dfn ca



toree, teniendo en cuenta las mugrtes menclonadas gnteriormenta,

La diferencia entro awban cepas, incluyends los maches
y hembras, es significativa si so comsidorn el nimero totnl de rp---
tonos mspmdedoraz. 10/18 parm 1n cepa CS7 BL/40 v 18/20 parm 1la -
cepa BALG-C [P ¢ 0.05), La difarencia en la magnitud do la respues
ta humoral en cuanto o sSexos para cada cepa, nNo mostrd difereacias

significativas.



(e )

FIG,1 . CONSTANTE (€ ACLARAMIENTO KAUBHB
PARA MADHDS Y HEMSAAS OF 2 CEPAS MURINAS
p<0.04% 0.0
K (ne™) ‘
0.05
.04 .
D.03 —_
0.2
< g @
BALB-C 57 /10



TABLA No, 1

FESAFAROLLO £E Antl-AgsHB

UNA ¥ D08 SEMANAS DESFUES CE LA INDOULACION

AcAgsHB (nimero positivo)

EEXD CEFA 7 dfa 189 dfa Total
I BALE-G 8/10 0/10 /10
? gALB-0 10718 5/40 10710
o cs? &/10 a/g afa a/a
2 £s7 B/ 2fa 5/9 T/9




DISCUSION

El antigono de superficie del virus de la hepatitis B,
es pclaratdo de manemm mds lenta en ratones machod que on ratcnes —
hembros. Esta diforencis en sesus 8o observd en das cepes distin-—-
tas de ratones, 1las cunles eahibien volores de aclarariento K, al-—
tos y bajos. La varlacifén en los valares de K debido a difercncias
da odad [Hbm}:n y Stoward, 1975]. contenido protéico en 1a dieta -
(coovedia y Soathill, 1976 es-b} y limpleza de las cajes en lps que
sa mantuvioron lps animalps, fuoron exclufdos a) utilizer machas y
tembras de la misma camata, cue tenfan peso corporel similar, se -

alimentaron con la misma diete y se mantuvieron en la3 mismas cajas,

Aungue sg nabe gue las dosis formacoldgicas de estrdgo-
nos tionen un cofecto ostimulante sohru la funcidn fagoeitica del ma
crdfago [Nelncn. ‘lg?ﬁ}. los nivales do estes hormonps, ObfAcrvadan =
en civcuynstanciag flsioldgicas en las hembron, no producen un incre
mento genomlizodo en la Funcidn fagocftico en tomparacidn con los

machos .



Se ha observady gue 1os valores de aclaramienio para po
livinilpirrolidons {substancia que se utiliza como marcacor de lo -
activided fagocitica de los NC!ﬂfﬂgC‘lB)' Acidoa desoxirribonucleico
¥ gammaglobulina bovina, no son significativamente difersntes en m
tones machos y hombras do una misma cepa {Morgan y Stoward, 1996; -

#aley y Webb, 1972 o-bj.

1ms diferencias en 1los valores de eclaremiento K para -
gl antigena de supcerficie observados gntro machos y hembros, pucden
estar relaciomndas en ¢l gracdo de reconocimiento de "propioc" pars -
el antigono de superficice entre lon dos cexos, 5i existieze v re
occldn cruzada antigénica con el antigeno de tronsplante masculino
(H-Y}, a3 poaible qt:u el antigemo do superficie sea detectade como
"menos extrafio" en los ratones machos y, por lo tante, sea aclarsdo
da manera mds lenta 119 la circulacidn,

Es;n mecanismo explicaria las difarencias observadas on

el aclaramiento para el antigero de superficle ontre ambos sexps,



Las diforencias que observamos ontre ambas Copas son 88
cundarias a la copacidad de respuesta cque existe entra las mismas ~
{Morgean y Scothill, 1975 b). Es poaible pensar gue las difaerencian
o respussta estdn cdadas por la difercnzla en el haplotipo da las —
copas; 80 sabs gue la intenaidad de respucsta estd directarento osg

clada pl locus 1 presents en cl cromosora & (Milich y Chisorl, 19682).

E=te locus gs parte importente del sistema H-2 murdno -

gue tiene su eguivalencia o el sisterma HLA humgno,

So ha poatulads queo existe una relacidn entro la funcidn
da aclaramiento de los mpcrdfagos con su habilidad pam presentar -
pntfgeno en una forma inmunogénica. Morgan y Boothill her sujerico
qu-na uvng pobire funcidn macrofdgica induce 1n produccion de onticuer-
pos de taja afinidnd, debido a qua hay uia pobre seleccldén de célu=-
les B en el procese de presentacidn entigénica [Morgan y Svbothill -
1975 a-b]. Nuast 03 resultados demostraron gue de los pntones do —
1n cepna BALB-C, qua tieno un valor alta de ¥, 18/20 produjeron anti

cuerpe especifico.



La produccidn mixima de anticuerpo para o cepe BALA-C
fuo a los 7 dias y fuo independiente de sexu; sin embarya, pars ol
dim 14 el niénere de matones con anticuarpo detecteble habfa dismi—-
nuido & 5/20. Esta disminucidn fue ettadisticaments significativa.
Eato sa explica par ;:1 rdpldo aclaramionto del antigont en los pato
nes do csta cepa. El fendmenn controrio so observd en los miono
da la cepn CS7 Bi-10, lo3 cuales produjerocn enticuerpe espoelfico ~
en #dlo el 506 de las animales astudisdos o 1os 14 dias; no olvi—
dar que 8l aclaramiento do antigeno en esta cepa fue rds lento gue

en la cepa BALB-C.

La diferencis con ¢l nimero do ratones productsres dn an
ticuerpo especifico entrg las dos copas eatudindas, es probablecen-
te spcundaria n la yelacidn directa entre el hoplotipo y la capaci-
dad de prasentacidn pntigénica por parte de los macrdlagos. Los -
BALE-C presentan el antigeno da ura manerm n83 répida y oficlento,
con 1o gque inducen 1o produccidn de anticuerpo especifico de manem
mds temprara; la presencia de este anticuerpe circulante ayuda o la

mds rédpida eliminacidn del entfigeno circulents, por opsonizacidn -



del antigeno con el respectivo snticuerpo.

En toncluside, los resultados de este estudlo son de —
interds el consideramos que la hepatitis fulminante, la cuel resulta
tn una rospuesta inmure exagerada al antigeno de superficie {Dudley,
1975), es mds comun ot tujeres,mientrns gue la infeccidn crénica -
por €1 virus de la hepatitis B, posiblemente secundaria a una res—-

puasta inadecuada per parte dol huctped, es mds comdn on hombres.

El otro resultado interesante de nuestro estudic quo se
relaciona con el objetlvo scoundario. os gue cvcntualmente la pracduc
eidn do anticuerpos monpelonnles contra ©1 antfigeno de svperficle -
del virus de la hopatitic B, tendrd que ser realizada bojo un esgue-
ma de ipmunizacldn do aplicacicnes somannles de antigeno o retonos
da 1n ceps BALB~C. La utilizacisn dp esta cepa es obligada por Ia
necesidad técnica guo la produccién de pnticuerpos montcclonales ime

plica {Goodall, 1984).
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