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En este trabajo los ratones 8602 fueron trasplantados con 

s x 107 ó 1 x 108 ce de e6, hembra o macho. Aproximadamente un 30% de 

los ratones B6 ... B6D2 desarrolló una pancitopenia progresiva y una 

disminución importante en el peso; esto ocurrió a tiempos muy 

variables a partir de la techa dol trasplante de CB. En la mayoria de 

1os casos, la pnncitopenia continuó aqrav4ndose hasta que el anima1 

murió; la causa mAs probable de muerte es una infección. En los casos 

en los que los animales se recuperaron, los valores hemáticos también 

se recuperan, pero muy lentamente, y, al menos hasta 70 dias después 

del trasplante, los valores hemáticos a\ln no habian alcanzado los 

valores de los animales control no trasplantados de las misma edad. 

Las necropsias de los animales que desarrollaron la enfermedad de ICH 

presentaron isquomia en bazo, higado y ritión, e hipoplasia del bazo. 

Los cortes de MO realizados el dia 20 después del trasplante de 

células de bazo mostraron hipoplasia de la MO. El ensayo de UFC-b 

indicó que la MO del dia 20 presenta una capacidad disminuida para 

generar colonias. 

El resto de los animales 86 - e602 no presentó ni pancitopenia, ni 

disminución en el peso. 

Loe hibridos B6C recibieron dosis de. trasplante de 1 x 108 6 

2 x ioª ce, y 1oe hibridos CB6 recibieron dosis de 1.6 x 108 ó 

3 x: ioª ce. Ninquna de estas dosis resultó mortal para estos hibridos. 

Sin embargo, casi el 100% de loa animales trasplantados desarrollaron 

lintopenia, en algunos casos eritropenia, y sólo los 86 - ce6, 

plaquetopenia, laa cuales ae detectaron de manera muy •incrónica desde 



entre 7 y 19 dias después del trasplante de células de bazo. En 

algunos casos, las citopeniaa coincidieron con una disminución no muy 

grave en el peso. Casi el 100t de loa ratones afectados logró 

recuperarse. Las necropsias realizadas 13 y 20 dias después del 

trasplante de células de bazo, revelaron la presencia de 

esplenomeqalla: el bazo se encontró infiltrado con células linfoides 

grandes. Las necropsias realizadas 100 dias después del trasplante de 

CB indicaron qua, al menos hasta ·100 diaa después, el bazo no ha 

logrado recuperarse completamente. Los cortes de MO del dia 20 no 

mostraron alteraciones y los resultados obtenidos en el ensayo de 

UFC-b fueron comparables con los obtenidos de los controles positivos. 
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Dn'ORTANcU Y DEFillJ:CIOH DE LA EHFEIDIEDAD DE 
DE I1IJERTO COllTRA HOSPEDERO 

1 .. El Trasplante de Médula osea 

El trasplante de Médula Osea (MO) constituye potencialmente la 

terapia principal en la cura de enfermedades tales como leucemia, 

anemias aplásticaa e inmunodeficiencias. Si un individuo con alguna 

do estas enfermedades recibe un trasplante de MO, y el. trasplante 

resulta exitoso, so pueden restablecer por completo las funciones 

hemopoiéticaa e inmunológicas. 

Identificación de un donador compatible.- El problema principal al 

hacer un trasplante de MO es identificar a un donador que sea 

compatible con el receptor. ser compatible significa que entre el 

donador y el receptor no existen diferencias moleculares que puedan 

ser reconocidas como extrai\as por el sistema inmune del otro. En 

base a esta definición, y dado el incalculable numero de las 

diferentes moléculas, y sus variantes (alelos), que pueden ser 

reconocidas como extraftas por el sistema inmune de cada individuo, 

el mejor donador de >:o que existe para un individuo es 4:1 miamo. 

Sin embargo, cuando se pretende utilizar un trasplante para 

substituir una MO que no es funcional o que ea ta invadida por 

tejido canceroso, el trasplante de HO autólogo no es posible. La 

segunda mejor opción es utilizar como donador a un hermano gemelo 



idéntico, pero normalmente no se dispone de uno. Por lo tanto, en 

la gran mayor1a de los trasplantes de MO que se efect\lan, se 

utiliza al donador que resulte m4s compatible con el receptor. 

criterios en lo identificación de uno donador de Mfdula Osea. - Para 

identificar al donador mil.e compatible con un receptor se utilizan 

ciertos criterios. El prb1er criterio es identificar a los 

donadores que comparten los mismos alelos de las moléculas del 

complejo Principal do Histocompatibilidad (CPH) con el receptor. 

Las moléculas del CPH son el blanco preferido en las reacciones de 

rechazo de trasplante. As1 es que al seleccionar al mejor donador 

disponible, se intenta identificar aquel que coincida con el 

receptor en el mayor número de determinantes del HLA (CPH en 

humanos) que sea posible. Por lo tanto, el resultado de los 

trasplantes de MO mejora a medida que se hacen mas precisos los 

métodos de identificación de determinantes del HLA. sin embargo, 

aunque las disparidades en el CPH son los estimuladores má.s 

potentes de· las reacciones de rechazo, existen otros loci de 

histocompatibilidad que también son ca.peces de producir esta 

reacción. Debido a esto resulta preferible usar familiares cercanos 

como donadores, puesto que tienen la ventaja de compartir éstos y 

otros ant1genos ( 1) • 



2. La Enfermedad do Xnj erto contra Hospedero 

se han logrado ava.nc_es importantes en el terreno de los trasplantes 

de KO en humanos. Estos avances van desde la identificación del CPH 

(1960), el uso de antibióticos, transfusiones de plaquetas e 

inmunosupresores, hasta los ensayos para seleccionar a las parejas 

de donadores y receptores compatibles para HIA, como son el cultivo 

mixto de linfocitos (CHL), aloantisueros para tipificar HLA, y 

actualmente el polimorfismo de los traqmentos de re.stricción y el 

uso de ollgonucleótidos. Estos dos \lltimos ensayos permiten 

identificar de manera precisa cualquier diferencia que exista entre 

los determinantes del HLA. Desafortunadamente, la tecnologia no es 

el \lnico obstAculo: no siempre se dispone de un donador adecuado, 

y en ocasiones, aunque se cuente con él, el sistema inmune - que 

nunca se imaginó que algo extraño podria resultar benéfico - no 

logra ser engañado. En tales c~sos, los pacientes que reciben un 

trasplante de HO tienen que contender con la posibilidad de que el 

injerto sea rechazado o con la enfermedad de Injerto contra 

Hospedero (ICH) (2) • 

Descripción clinica de lo enCermedod de Xn1ortg contra Hoepederg en 

hl.tm.D.n.Q.a. - La enter11edad de XCH puede aaniteatarae como uno de dos 

sindromcs clinicoa: el tipo agudo y el tipo crónico (3). 

La enfermedad de I:CH aquda se inicia entro 7 y 21 dias después del 

trasplanta de MO y ae caracteriza por una deraatitis eritematosa, 



elevación de enzimas hepatocelulares, diarrea, y un sindrome de 

c¡oteo capilar. 

La enfermedad de :ICH crónica se inicia entra 30 y 100 dias después 

del trasplante y normalmente ea precedida por la enfermedad de ICH 

aguda. La forma crónica se caracteriza por una deposición 

incrementada de la colágena, producción de auto-anticuerpos, e 

inmunodeficiencia. El depósito elevado de colágena produce cambios 

esclerodermatosos de la piel, t'ibrosis pulmonar, malabsorción 

qastrointestinal, motilidad esofarinqea disminuida, y otros 

sintomas clinicos similares a los observados en pacientes con 

enfermedades autoinmunes, tales como una incidencia incrementada en 

la producción de auto-anticuerpos contra tiroides, m'1sculo, 

eritrocitos, y qranulocitos. En contraste con la incidencia 

incrementada de auto-anticuerpos, los pacientes son incapaces de 

producir anticuerpos protectores contra patógenos ambientales, 

especialmente bacterias respiratorias encapsuladas. 

Ahora, se sabe que los linfocitos T son las células responsables de 

la enfermedad de l:CH. como medida de prevención de la enfermedad de 

ICH, ae han intentado hacer trasplantes de MO depletada de 

linf'ocitoa T: antes de ser trasplantada, la MO es tratada con 

anticuerpos monoclonales que reconocen lin:focitos T maduros, y con 

complemento. Este tratamiento reduce notabl-ente la incidencia de 

la enfermedad da ICH; •in eabarqo, también disminuye la• 

posibilidades de qua el trasplante resulte exitoso. Se piensa que 
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esto se debe i) a que existen alquno• componentes de rechazo 

residual•• en el receptor, qua noraal .. nte son mantenido• bajo 

control por loa linfocito• T reactivos del donador, ii) o a que los 

linfocitos T maduros secretan factor•• de creclaiento que aon 

necesarios para la MO. 
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CONCEPTOS BASXCOS DB DIHUNOIDGl'.A 

Antes de entrar en detalles, es necesario hacer un breva repaso de 

los conceptos de Inmunoloq1a básica que nos pueden ayudar a 

entender el fenómeno de la reacción de ICH. 

El sistema inmune es un sistema biológico de vigilancia y ataque 

que protege y defiendo a cada individuo contra la invasión de 

substancias, microorganismos y tejidos no propios, o propios pero 

modificados. El sistema inmune se puede dividir en dos componentes 

principales: el humoral y el celular. Del componente humoral sólo 

se hará un repaso de los anticuerpos o inmunoglobulinas y las 

células que los producen, y del componente celular sólo se hará un 

repaso de los linfocitos T, los macrófagoa y las células Asesinas 

Naturales, debido a que éstos son los elementos principalmente 

involucrados en la enfermedad de ICH. 

1. Anticuerpos y Linfocitos e 

Ant icueroos. - Los anticuerpos son aol•culaa formadas por cuatro 

cadenas pol ipeptidicas: dos monómeroa idénticos da una cadena 

pesada, y dos monómeros idénticos de una cadena ligera. Cada 

monómero est6. formado a su vez, por dos regiones: una reglón 

constante y una región variable. Las regiones variables de las 

cadenas pesadas y ligeras son diferentes en cada rearreglo da 

inmunoglobulina (ver aas adelante), y aon las responsables de la 

unión del anticuerpo al antigeno (4). Un antiqeno puede definirae 

como cualquier substancia (carbohidrato11, foafol1pidos, 6.cldos 
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nucléicos y proteinas) que puede suscitar una respuesta inmune 

mediada por anticuerpos. El anticuerpo se une sólo a una porción 

especifica del antigeno - epitope. 

ontogenio de los linfocitos B.- Las células responsables de la 

producción de anticuerpos son los linfocitos B. LOs linfocitos B, 

al igual que la mayoria de los cómponentes celulares de la sangre, 

provienen de las células madre de la MO. Dentro de la HO, los 

precursores de l.os linfocitos B pasan por varias etapas de 

maduración hasta diferenciarse a linfocitos B maduros, los que son 

liberados a la circulación. 

Durante las etapas de m3duración, el material genético de los 

linfocitos B sufre rearreglos. Todas las células de un organismo 

cuentan con el material genético que codifica para varios juegos de 

segmentos (llamados V, o y J) de las regiones variables y para 

diferentes regiones constantes (llamadas K, o, G, E y A) de la 

cadena pesada1 y para varios juegos de segmentos (llamados V y J) 

de las regiones variables y para diferentes regiones constantes 

(kappa y lambda) de la cadena ligera ( 5) • Pero sólo en los 

l.infocitos B se llevan a cabo re.arreglo• de este material genético, 

para generar una impresionante diversidad de anticuerpos. Cada 

linfocito B, sólo rearregla uno de •u• dos alelos para cadena 

pesada, y uno de sus dos aleloa para cadena ligera - exclusión 

alélica - de manera que todas sua inmunoglobulinas son idénticas 

(6). 



Actiyoción de los linfocitog B.- Inicialmente, un linfocito B 

expresa en su membrana inmunoglobulinas de isotipo M o o (IgM o 

IgD) • cuando un linfocito B reconoce un antic¡eno a través de sus 

inmunoqlobulinas en la memr ana, procesa y presenta fragmentos de 

este ant.1geno a través de sus moléculas de Clase II (ver sección 

2. Complejo Principal de Histocompatibilidad). Entonces puede 

recibir las señales de ayuda necesarias (7: activación) , para que 

éste prolifere y su progenie madure. En el proceso de maduración, 

el material genátlco sufre un nuevo rearreglo que consiste en 

cambiar el isotipo de las inmunoglobulinas a G, E o A (IgG, IgE o 

IgA) (8, 9). Posteriormente, los linfocitos siguen uno de dos 

caminos: la mayoria comienza a expresar esta nueva inmunoglobulina 

(sin cambio de especificidad) en la membrana, y a excretarla -

célula plasmática; el resto de los linfocitos se diferencia a 

células B de memoria (l.O). Las células plasmáticas tienen un tiempo 

de vida media muy corto (semanas), mientras que las células de 

memoria tienen unn vida media de años ( 11.). 

Respuestas primario y secundario. - cuando una población de 

linfocitos B es estimulada por un determinado antigeno por primera 

vez, sólo loa linfocitos que reconocen el antigeno son inducidos a 

producir anticuerpos - respuesta primaria. cuando el sistema inmune 

se enfrenta a ese mismo antigeno por segunda ocasión, las células 

de memoria son activadas - respuesta secundaria. La respuesta 

secundaria es más r6pida y presenta una mayor afinidad. El aumento 

de afinidad por un antigeno se debe a dos procesoa: 1) las regiones 
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variables de loa genes de inmunoglobulinaa de las células B de 

memoria sufren mutaciones a una ~recuencia mas alta de lo normal 

(12: hipermutación somática), y 2) las clonas de linfocitos B que 

han adquirido mayor afinidad por determinado antigeno, son 

inducidas a expandirse. Estos dos procesos pueden ocurrir 

cíclicamente para generar clonas de linfocitos B do alta afinidad. 

Tolerancia.- Para que los linfocitos B puedan montar una respuesta 

eficiente de anticuerpos, estos necesitan presentar antigeno a 

través de sus moléculas de Clase Ir, y recibir señales de ayuda de 

linfocitos T especificos. Por lo tanto, la ~alta de autoanticuerpos 

podria explicarse en base a una delación de linfocitos T 

autorreactivos. Como sabemos, esta delación ocurre en el timo (ver 

sección J. ontogenia de los linfocitos T). Sin embargo, la delcción 

de linfocitos T autorreactivos no es suficiente para que las clonas 

autorreactivas de linfocitos B no sean activadas. Hay experimentos 

que demuestran que la unión no covalente de un antigeno autólogo a 

uno no autólogo, o la existencia de reactividad cruzada (epitopes 

iguales) entre antigenos autólogos y no autólogos, puede resultar 

en una activación de linfocitos B autorreactivos. Esto se debe 

probablemente a que la activación de los linfocitos B 

autorreactivos es promovida por los linfocitos T especificos para 

antigenos no autólogos. Asi es que deben existir mecanismos que 

generan tolerancia en el repertorio de los linfocitos B. 
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El repertorio de las imnunoqlobulinas de los linfocitos B se 

genera en dos fases: en la primera los linfocitos B rearreglan sus 

genes de inmunoglobulinas, y en la segunda, las regiones variables 

de los genes de irununoglobulinas sufren procesos de hipermutación. 

La hipermutación puede generar inmunoglobulinas con afinidades 

diferentes a las que originalmente presentaban. 

Por lo tanto se piensa que existen dos mecanismos para inducir 

tolerancia: 1) un mecanismo que dcleta células B inmaduras con 

receptores de alta afinidad, en la MO, y 2) un mecanismo que 

produce falta de funcionalidad (anergia) en los linfocitos B 

periféricos a través de una reducción de expresión de 

inmunoqlobulinas en la superficie {13). 

2. Complejo Principa1 da Bistocompatibilidad 

Descripción de las moléculas Clase I y Clase II.- El CPH es una 

región de genes altamente polimórficos. Sus productos se expresan 

en una gran variedad de tejidos, y son los principales responsables 

en el rechazo de tejidos. En humanos el CPH se conoce como HLA, y 

en el ratón como H-2 (14). 

Existen tres tipos dif'erentes de productos del CPH llamados Clase 

I, Clase II y Claso III. Las moléculas de Clase II.I son componentes 

de la via del complemento. Las moléculas de Clase :I y Clase :II son 

glicoproteinas membranalcs, que unen y transportan a la superficie 

de la célula fragmentos de proteinas - péptidos. Las moléculas de 
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Clase :I están formadas por una cadena • y una cadena de l'-2 

microglobulina. Las moléculas de Clase II est6n formadas por una 

cadena •y una J. Las cadenas •y J de Clase :IX y la w de Clase I 

presentan alelos polimórficos, mientras que la ,_2 m.icroglobulina, 

no presenta alelos polimórficos. 

El CPH puede dividirse en regiones. Cada reqión contiene varios 

genes estructurales de Clase I, Clase II o Clase III. En humanos 

existen tres regiones de moléculas de Clase I: HLA.-A, HLA-B y HLA­

C; y tres regiones de moléculas de Clase Ir: HLA-DP, HLA-DQ y HLA.­

DR. En el ratón existen tres regiones de moléculas de Clase I: H-

2K, H-20 y H-2L; y dos reglones de moléculas de Clase II: 

I-A e I-E. Las moléculas de Clase I y clase II están involucradas 

en la presentación antigeno. En e.1 ratón existen además las 

regiones Qa y Tla. Estas son moléculas semejantes a las de Clase I, 

sin embargo su f'unción a\ln se desconoce; son menos polimórticas que 

las moléculas H-2K y H-20, y presentan una distribución tisular más 

restringida. 

Presentación de antígeno.- Tanto las moléculas de Clase I como las 

de Clase II presentan en su estructura tridimensional una hendidura 

para unir de manera no covalente péptidos de e a 17 aminoácidos. 

cada molécula de Clase I y de Clase II puede unir una variedad de 

péptidos diferentes sin mucha eapecif'icidad, aunque con ciertas 

restricciones ( 15, 16) • Estos péptidos son productos de degradación 

parcial de proteinas sintetizadns dentro de la célula, o de 
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proteinas introducidas a la célula por fagocitosis o de manera 

especifica a través de anticuerpos. La degradación parcial o 

procesamiento de antiqenos propios y no propios se realiza a través 

de dos vias diferentes dentro de la célula, aunque fisicaJCente no 

separadas del todo (17). Estas vias celulares determinan que los 

antigenos sintetizados dentro de la célula sean generalmente 

presentados por moléculas de Clase l, y que los introducidos sean 

presentados por moléculas de Clase :Il. Aparentemente, todos los 

tipos celulares expresan moléculas de Clase 1 en su superficie, 

mientras que solamente las células presentadoras de antigeno, como 

las células dendriticas y epiteliales del timo, macrófagos y 

linfocitos B, exprosan moléculas de Clase II. 

El papel central do las moléculas del CPH en la respuesta inmune 

radica en que los linfocitoa T no reconocen antigenos en solución, 

sino que reconocen exclusivamente péptidos unidos a las moléculas 

de Clase I o Clase II. como regla general, los linfocitos coa+ son 

estimulados por los péptldos presentados en el contexto de 

moléculas de Clase I, o por diferencias alélicas en las mismas 

moléculas de Clase I. En cambio, los linfocitos co4+ son 

estimulados por los péptidos presentados en el contexto de 

moléculas de Clase II, o por diferencias alélicas en las mismas 

moléculas de Clase XI. Los receptores CDS y CD4 se unen a las 

moléculas del CPH en regiones quo se encuentran muy conservadas 

entre loe diferentes alelos de Clase I y entre los de Clase II de 

la misma especie, respectivamente (ver Linfocitos coa+ y co4+). 
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3. Linfocitos T 

Poblocigneg de linfocitos T.- Los linfocitos T maduros expresan en 

su superficie un receptor conocido como Receptor de Célu1a T (RCT), 

y se dividen en dos poblaciones: los linfocitos con RCT -~, y los 

linfocitos con Rcr "'ª (19). Los RCT •i' y -e& son heterodimeros 

formados por una cadena • y una "' o una cadena 'C y una 6, 

respectivamente. Estas cadenas est.tn emparentadas con las 

lnmunoglobulinas (19: superfamilla de las rnmunoglobulinas), y al 

igual que ellas, se forman por procesos de rearreglo de seqmentos 

de DNA que codifican para regiones variables y constantes (V, D,J y 

e pztra " y 6, y V,J y e para w y 't) (20). El RCT siempre se 

encuentra asociado de manero no covalente o un complejo de 

proteinas llamado CDJ (21). Los linfocitos con RCT -is son los mAs 

abundantes y pueden dividirse a su vez en dos subpoblacionos: en el 

humano hay lin:tocitoa que expresan en su superficie correceptor CD4 

(linfocitos co4+) y linfocitos que expresan en su superficie 

correceptor coa (linfocitos coa+) r en el ratón, linfocitos LJT4+ y 

Lyt-2+ respectivamente. 

Lin(ocitos T CDa+ citotóxicow.- Lo• linfocitos T coa+ son en su 

mayoria linfocitos citotóxicoa, cuya principal función efectora es 

la de liaar células blanco que portan antigenos •extraños" en su 

superficie (22). El correceptor CDB y el RCT del linfocito T forman 

un complejo que reconoce fragmentos de ~ptidos unidos a moléculas 

de Clase I (ver CPH) : la mol•cula coa ae une a re9iones no 
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polimdrticas do las moléculas Clase r, mientras que el receptor ... ¡s 

ae une a regiones polimór.ticas de estas moléculas y al. péptido 

(23). Después de unirse a su blanco, el lintocito T coa+ secreta 

gránulos que contienen principalmente proteinas ~armadoras de poro 

(24: pertorina) y/o secreta una toxina celular. Las prote1nas 

tonnadoraa de poro polimerizan en la meltlbrana plasm4tica de la 

célula blanco, tormando poros. Los poros act\1an como canales 

permeables a iones. El paso libro de iones ocasiona que la célula 

se hinche y sea lisada. La toxina celular, en cambio, activa 

enzimas de la célula blanco que fragmentan el ONA nuclear. El 

linfocito citotóxlco no resulta daftado en ninguno de los dos casos 

{25). Después de la secreción, el linfocito T es liberado. 

Linfocitos T epa+ supresores.- Los linfocitos T supresores tienen 

la función de inhibir la tase de activación de la respuesta inmune. 

El principul argumento que existe para postular su existencia, es 

el hecho de que en ratones pueda inducirse una talta de respuesta 

especifica a un antigeno, y que esta falta de respuesta pueda ser 

transferida, con la misma especificidad a un animal normal, a 

través del trasplante de lintociton Thy-1+. En humanos ha resultado 

dificil probar que la supresión ea especifica. En general, los 

linfocitos con actividad supresora son coa+. No se sabe si están 

restringidos por moléculas del CPH. Debido a que los erectos 

inhibitorios est4n mediados por proteinas secretadas, y a que estas 

proteínas deben actuar con especit'icidad, se ha postulado que los 

factores da supresión son una versión soluble del TCR -~ (26). 
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Linfocitos cp1+.- Los linfocitos T co4+ son, como regla general., 

linfocitos de ayuda, cuya principal !"unción etectora es la 

secreción de citocinas (como IL-2, IL-4, XL-5, TNF, LT, IFN", 

etc.). Estas citocinas actúan sobre los 11.ismos linfocitos T co4+ y 

sobre otras células, incluyendo linfocitos B, .acrótagos, otros 

linfocitos T y leucocitos. El correceptor CD4 y el RCT del 

linfocito co4+ forman un complejo que reconoce fragmentos de 

péptidos unidos a molóculas de Clase lI. (ver CPH) : se asume que la 

molécula C04 se une a regiones no polimórficas de las moléculas 

Clase XI, y que el receptor -~ se une a regiones polimórficas de 

estas moléculas y al péptido (23. Después de unirse a su blanco, el 

linfocito T co4+ libera citocinas que ejercen efectos que promueven 

y regulan las respuestas inmunos mediadas por anticuerpos y las 

mediadas por células, y los procesos inflamatorios (22). 

Actiyación de lin{ocitgs T cp++ Y cps+ .- Los segmentos V,D,J o C 

usados en los rearreglos de los RCT ecD no determinan la restricción 

del linfocito T por moléculas de Clase I. o clase II. Esta 

restricción está determinada por las moléculas coe y CD4, 

respectivamente. Para ser activados, tanto los linfocitos CD4+ como 

los coe+ requieren ser estimulados a través de la unión de sus 

RCT's a moléculas del CPH m!s péptidos, y a través de citocinas 

liberadas por los linfocitos CD4+ (principalmente IL-2 e IL-4). 

Como resultado de la activación, los linfocitos se diferencian para 

llevar a cabo funciones efectoras citotóxicas o de ayuda, y 

proliferan. Algunos de los linfocitos progenie se diferencian a 
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linfocitos T de memoria. La cooperación de los linfocitos CD4+ en 

la activación de los linfocitos coe+ implica que para que exista 

una respuosta citotóxica fuerte, ambas poblaciones deben ser 

estimuladas por antigenos y las moléculas del CPH correspondientes. 

Linfocitos T 'fA.- La mayoria de los linfocitos con receptor -c6 

expresan correceptor CDJ, pero no expresan CD4 ni coa. Los 

linfocitos 1:6 predominan en tejidos epiteliales, como en la 

epidermis, en la mucosa intestinal, en los pulmones y otros. Se ha 

demostrado que los linfocitos ""'ªde diferentes órganos periféricos 

muestran uso preferencial do diferentes regiones variables -e: y 6. 

se desconoce su función, pero debido a su localización se piensa 

que pueden estar involucrados en un sistema inmune especial para 

epitelios. Se ha demostrado que los linfocito ""ªpueden presentar 

actividad citotóxica especifica e inespecifica. Se desconoce si el 

reconocimiento de antigenos está restringido por moléculas no 

polimórficas relacionadas con el CPH (27). 

Ontogenia de los linfocitos T.- Los precursores de todos los 

linfocitos T provienen de las células madre de la MO. Dentro do la 

MO, las células madre se diferencian para dar lugar a estos 

precursores. Los precursores de los linfocitos T no expresan RCT ni 

moléculas accesorias como CDJ, CD4 y CDB. Posteriormente, los 

precursores migran al timo, donde so les conoce como timocitos. En 

el timo pasan por varias etapas de maduración (28). :Inicialmente 

loa timoci tos rearreglan los genes del RC'l'. Los primeros loci en 
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los timocltos rearreglan los qcnes del RCT. Los primeros loci en 
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rearreqlarse son " y ""· si el rearreqlo de i' resulta productivo, 

antes que el locus "'' el timocito recibe una señal para rearreglar 

los seqmentos de ...._ Si el primer rearreglo en resultar productivo 

es el de la cadena "t', entonces la célula rearregla los segmentos da 

&. Los linfocitos 't'6 expresan COJ y son los primeros linfocitos 

funcionales en producirse en el timo. 

Por otra parte, cada linrocito T' •" expresa generalmente un único 

rcarreglo de RCT, aunque hay datos que indican que pueden existir 

dos rearreglos de la cadena • dentro de una misma célula. Esto se 

debe a que un rearreglo productivo de la cadena p, inhibe el 

rearreglo del otro alelo "' mientras que un rearreglo productivo de 

•no parecer inhibir completamente el rearreqlo del otro alelo -. 

Los timocitos que rearreglan sus segmentos "'~' se convierten en 

dobles positivos: co4+ /ene+. Los timocitos co4+ /coa+ pasan por 

procesos de selección negativa y positiva dentro del timo (29, JO, 

31). Las célula~ del timo (células dendriticas, epiteliales y 

macrófagos) expresan moléculas de Clase :C y de Clase :C:C en su 

superficie. Los timocitos co4+ /Coa+ son seleccionados en base a su 

afinidad por éstas moléculas y los péptidos unidos a ellas: los 

timocitos con alta afinidad por cualquiera de estas moléculas son 

delatados, mientras que los timocitos con una afinidad media son 

soleoionados positivamente para sequir su proceso de diferenciación 

hacia linfocitos co4+ o coa+; los linfocitos sin afinidad también 

mueren. Finalmente, los linf'ocitos C04+ y CDS+ y los ~a son 

liberados a la circulación. No est4 claro si exiate un proceso de 

selección para los linfocitos "'ª' aunque hay datos que indican la 



18 

existencia de un proceso de deleción de clonas autorreactivas de 

linfocitos ~6 en el timo (32). 

Tolerancia.- Los procesos de selección determinan el repertorio de 

linfocitos T existentes dentro de un organismo, y aseguran, por una 

parte, que no existan clonas autorreactivas (tolerancia), y por 

otra, que existan linfocitos qua puedan reconocer péptidos no 

propios unidos a sus propias moléculas del CPH, es decir, en el 

contexto de sus propio CPH. Adem6s de los procesos de selección en 

el timo, existen otros mecanismos para establecer tolerancia a 

antigenos especificas de alguno tejido, que no se encuentran 

presentes en el timo (33: toleranch• periférica). 

4. Cltlulas Asesinas Naturales 

Qescrinción.- Además de los linfocitos By T, existe un tercer tipo 

de linfocitos conocido como células asesinas naturales (AN). Las 

AN's provienen de la MO. su maduración no depende del timo. Al 

microscopio tienen la apariencia de grandes linfocitos granulares. 

Se identi~ican principalmente por el marcador de membrana HNK-1 

(asialo GM-1 en ratón) que comparten con los linfocitos 

citotóxicos. Las AN's ejercen actividad citotóxica sobre sus 

blancos ( 34). Son capaces de lisar células tumorales o células 

infectadas por virus. El reconocimiento de sus células blanco no 

está restringido por moléculas del CPH, ni es especifico por 
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antigenos. Las AN's tampoco rearreglan sus genes de RCT o de Ig. 

Expresan un receptor de baja at'inidad para la porción Fe de la 'IgG. 

Gracias a este receptor, pueden lisar especificamente células 

cubiertas con moléculas de IgG (citotoxicidad mediada por células, 

dependiente de anticuerpos) • 

Recooqclmiento de células blanqos.- En general, sólo las células 

que no expresan en su superficie moléculas de Clase I del CPH, o 

· que las expresan a una baja densidad, son sensibles a lisis por 

AN's. Las células que expresan moléculas de Cl.ase I en su 

superficie, o que son inducidas a expresarlas, no son sensibles a 

lisis por AN's. La lisis es especifica puesto que en una población 

mixta de células blanco .:¡ue expresan y que no expresan moléculas de 

Clase I, sólo las células que no expresan Clase X son lisadas. Se 

han sugerido dos posibles mecanismos para explicar como las AN's 

reconocen a sus blancos (35): a) La o>eprosión elevada de moléculas 

de Clase I regula negativamente otras prote1nas de membrana, las 

cuales son responsables de la especificidad de las AN's por células 

que no expresan moléculas de Clase I; o b) Después de que las AN's 

se han unido a su blanco, las moléculas de Clase I de la célula 

blanco dan un señal. de inhibición a las AN'a. El mecanismo de lisis 

celular ejercido por las AN'11 es similar al de las células T 

citotóxicas. Las Alf' s pueden diferenciarse a células asesinas 

activadas por lintocinas (LAK), si son tratadas •con altas 

concentraciones de 
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IL-2. Estas Ultimas presentan una actividad citotóxica aumentada. 

El papel de las AN's en los procesos inmunes no está claro. 

s. Macróragoa 

ootogonio de los macrófagos.- Los macrófagos son células 

especializadas en fagocitar microbios, macromoléculas, y tejido 

muerto o daflado. Los macrófagos se originan en la MO (36). Dentro 

de la KO adquieren la capacidad de fagocitar, y la expresión de 

receptores para la región Fe de. las inmunoqlobulinas, y del 

complemento. Oespuéa de abandonar la MO, circulan en la sangre 

donde se les conoce como monocitos. Finalmente, se alojan en 

di versos tejidos. 

FUnción de lag macrófagos. - Dependiendo del tejido en el que se 

alojen, los macrófagos pueden presentar una diversidad de termas y 

runciones. En los tejidos, los macrót'agos pueden diferenciarse a\ln 

mas si son estimulados por la presencia de microorganismos y por 

citocinas (37). Las citocinas no sólo activan a los macrófagos 

alojados en el tejido, sino que también atraen a otros macrófagos 

de la sangre. Una de las principales citocinas que activa 

.macrófagos es el IFN-T. Esta citocina incrementa. los procesos de 

endocitosis y t'agocitosie de los macrót'agos, la expresión de 

receptores de la porción Fe de la IgG, la expresión de moléculas de 

Clase II en la superficie, y la secreción de otras citocinas, entre 
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otros efectos. Asi es que los macrófagos activados presentan 

antigenos derivados de bacterias y par4sitos a través de moléculas 

de Clase II, y fagocitan con mayor eficiencia bacterias opsonizadas 

(cubiertas por XgG) • Las citocinas secretadas funcionan como 

seftales de reclutamiento de otras células inflamatorias, causan 

efectos sistémicos como la fiebre, y funcionan como factores de 

crecimiento para los fibroblastos y el endotelio vascular que 

promueven la reparación del tejido dañado. 

LOS macrófagos son las principales células efectoras en los 

procesos de imflamación como la Hipersensibilidad de Tipo 

Retardado. Aunque no tienen receptores que les permitan discriminar 

entre tejido autólogo y no autólogo, los macrófagos funcionan como 

células efectoras en reacciones inmunes especificas porque son 

activados por factores sol.ubles que secretan los linfocitos T (CD4+ 

principalmente), aólo cuando éatoa son activados especificamente. 
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ESTUDIO DE U\ El<l'ERKEDAD DE DfJERTO CONTRA HOSPEDERO 
EU MODELOS HOJUROS 

1. conceptos Básicos do la Enfermedad de J:njerto contra Hospedero 

El injerto de MO contiene tanto células .linfoides madre como células T 

maduras. Las células T maduras son previamente seleccionadas positiva y 

negativamente dentro de cada individuo para tolerar lo propio, y 

rechazar lo no propio. Al hacer un trasplante de tejido alogénico (entre 

dos individuos qcnóticamcnte distintos, pero de la misma especie) a un 

receptor sano, el tejido trasplantado es rechazado por el sistema inmune 

del receptor. Pero ol el receptor del trasplante alogénico está 

incapacitado para montar una respuesta inmune, el tejido trasplantado no 

puede ser rechazado. Entonces, los lint'ocitos T provenientes del tejido 

trasplantado pueden reaccionar ante las diferencias moleculares del 

receptor, y montar una respuesta inmune en contra de él. El componente 

inmunológico de esta reacción se conoce como reacción de J:CH, y el 

resultado patológico es la enfermedad de ICH. 

Los requisitos para que se presente la enfermedad de J:CH son: 1) que el 

tejido trasplantado contenqa linfocitos T :maduros, 2) que existan 
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diferencias antigénicaa entre el donador y el receptor, y 3) que el 

receptor del trasplante no pueda montar una respuesta inmune en contra 

del tejido del donador. 

Existen varias razones por las que el receptor puede estar incapacitado 

para rechazar el injerto. Entre éstas están: inmunosupresión por 

irradiación o terapia con drogas ·ccomo en el trasplante de MO) , 

inmadurez del sistema inmune (como en el caso de animales cuyo sistema 

inmune aun no se haya desarrollado plenamente, por lo que son más 

susceptibles a reacciones de ICH que los adultos), e incapacidad 

genética (tal como la de animales h1bridos Fl para rechazar injertos de 

sus padres). En humanos, la enfermedad de ICH normalmente surge después 

de un trasplante de MO a1ogdnica, pero también se ha reportado en 

pacientes severamente inmunosuprimidos que recibieron productos 

sangu1neos no irradiados, y en los casos de transfusiones intrauterinas 

de madre a hijo. 

2 .. Modelos Experi11onta1os Murinos Utilizados en el Estudio 
de la Enforaodad de Injerto contra Hospedero. 

Para estudiar enfermedades hu.manas se ha hecho indispensable el uso de 

modelos animales. En particular, el uso de modelos murinos para estudiar 

enfermedades relacionadas con el sistema in.une ha resultado muy 

productivo por la qran variedad de cepas conqi6nicas para H-2 con que se 

cuenta. Gracias al uso de estos modelos en el estudio de la enfennedad 

de XCH se han podido descifrar muchas de las incóqnitas qua exiaten 
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acerca del proceso de esta enfermedad. Entender como funciona no 

solamente pretende alglln dia optimizar los trasplantes de HO, sino que 

también pretende profundizar nuestro conocimiento sobre el 

funcionamiento del sistema inmune. 

En general, se han utilizado tres tipos de modelos murinos para el 

estudio de la enfennedad de ICH: 

1) el trasplante de ratones irradiados con células linfoides 

provenientes d8 una cepa alogénica - A ... B(r), 

2) el trasplante de hibridos Fl irradiados con células linfoides 

provenientes de uno de los padres - P - Fl.(r); 

A ~(A X B) F1(r), y 

3) el trasplante de hibridos Fl intactos con células l.infoides 

provenientes de uno de los padres - P .. Fl.; A .. (Ax B)Fl.. 

La elección de las cepas a utilizar es importante porque se puede 

delimitar la diferencia antigénica entre receptor y donador a un nümero 

limitado y conocido de antigenos. Por otra parte, cada modelo permite 

hacer observaciones diferentes. Por ejemplo, la combinación A - B(r) 

requiere que el receptor sea irradiado para evitar que este rechace al 

inóculo del donador: éste es el modelo que m6s se asemeja a la situación 

humana. En cambio, la combinación P .. F1 no requiere que el receptor 

sea irradiado puesto que este no puede reconocer como alogénicas las 

células de ninquno de los padres (excepto en los casos en los que se 

presenta el fenómeno de resistenci~ hibrida (38)). Esto ofrece la 
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posibilidad de utilizar como receptores, animales con un sistema inmune 

y una HO intactos para su estudio. 

3. caracteristica• eoneralea da la Enfermedad de rnjerto 
contra Hospedero Crónica y Aqud.a on Modelos Murinos. 

En los modelos murinos, al iqual que en humanos, existen dos tipos da 

enfermedad de ICH: crónico y agudo. 

Enfermedad de ICH crónica. - En qeneral, la forma crónica se puede 

inducir si se trasplantan hibridos Fl jóvenes con tejido linfoide de uno 

de los padres y existen di:terencias entre las moléculas de Clase rr del 

donador y del receptor. Los animales deoarrol lan un estado que se 

caracteriza por la hiperestimulación policlonal de células B 

provenientes del receptor, acompañada de la producción de 

autoanticuerpos, incluyendo anticuerpos anti-eritrocitos, antinucleares 

y anti-ONA (39). 

Las caracteristicas de la reacción de :ICH crónica son muy similares a 

las que desarrollan de manera espontAnea :modelos murinos de enfermedades 

autoinmunes, como los ratones NZB (New Zealand Black) y sus hibridos Fl, 

los que dependiendo de la combinación de Fl que se utilice, pueden 

presentar anemia hemolitica autoinmune o qlomerulonetritis del lupus, 

que son el resulta do de lesiones por autoanticuerpoa. En la entermedad 

de :ICH crónica también se pueden presentar esplenomegalia y lesiones en 

epitelios. 
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E'nfepnedod de ICH agydo. - La en:termeda:d ICH aquda se presenta cuando 

existen diterencias entre las moléculas de Clase I y I:I del MHC. En este 

caso loa animales desarrollan un estado de aupreaión de células B (40) 

y de célulns T (41.-43), y anemia. Se presenta atrotia del tejido 

linfoide. El bazo presenta aplasia, indicativo de tallas hem.opoléticas. 

Los Animales muestran sintomas de cansancio, falta de apetito, diarrea, 

palo erizado, posición encorvada y pérdida notable de peso. 

4. Identidad do la Población Celular que Produce 1a 
Reacción de Injerto contra Hospedero. 

Se han hecho estudios encaminados a identiticar cuál es la población de 

linfocitos T que desencadenan la reacción de ICH. Los estudios se han 

enfocado principalmente a de.terminar el efecto de las subpoblaolonas de 

linfocitos T Lyt-2+ y LJT4+. 

Dada la relación que existe entre las moléculas de Clase I. y de Clase. I.I 

y los linfocitos Lyt-2+ y los L3T4+, se ha hecho uso de diferentes 

combinaciones de cepas conqénicas para diferentes reqiones del H-2, y 

otras reglones que corresponden a antígenos menores, para determinar 

cuáles son los ant1qenos involucrados en la reacción de. ICH. 

A continuación se prf!aenta un resumen de los datos obtenidos en relación 

a este punto. Cabe =encionar que no existe un criterio estandard para 

deter=inar qué es una enfermedad de ICH crónica y qué as una aguda, y 

diferentes grupos de trabajo utilizan parAmetros diferentes. La 
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distinción entre enfermedad de ICH crónica y aguda es importante porque 

se trata de dos procesos distintos. Por otra parte, los resultados 

experimentales no sólo dependen del grado de histocompatibilidad entre 

al donador y el receptor, y del aodelo de inducción de la enfermedad de 

ICH utilizados. Existen múltiples factores que :iodifican el proceso de 

la enfermedad, tales como la edad de los donadores y receptores, el 

órgano del cual se extraen los linfocitos T (bazo, MO, ganglios 

linfáticos, conducto torácico, etc.), la dosis de trasplante de 

linfocitos T, la cantidad de radiación recibida por el receptor, las 

condiciones de ~sterilidad del receptor (3), etc. Debido a esto la 

comparación e interpretación de los datos en conjunto para desarrollar 

un modelo coherente de ICH se dificulta enormemente. 

4.1 Reacción de ICH inducida a travós de antigenos del CPHr 
Clase :r y/o Clase Ir y uso de subpoblaciones Lyt-2+ y/o 

L3T4+: Modelos P ~ Pl, P ~ Fl(r) y A ~ B(r). 

Modelo p - Fl.- Se han realizado experimentos con el modelo 

P .. Fl encaminados a identificar: i) las subpoblaciones de linfocitos, 

y ii) las minimas diferencias en H-2 entre el Fl y e1 padre, que son 

necesarias para inducir supresión inmune asociada a la enfermedad de 

ICH. Para el trasplante so utilizaron linfocitos Lyt-2 ó LJT4 

purificados de células de bazo del donador. La supresión inmune se 

determinó en función de la incapacidad de loa linfocitos del ratón Fl 

trasplantado (P .. Fl) para generar una respuesta en un ensayo de 

citotoxicidad celular in vitro (ensayo d• LTC). En loa enaayoa de LTC •e 
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utilizaron como células efectoras: células de bazo de los ratones Fl 

trasplantados (P .. Fl): y como células blanco: células de bazo de 

ratones singénicos (Fl) _modificadas con trinitrofenil (ensayo de LTC 

anti-Sin.TNP), o células de bazo de ratones alogénicos (ensayo de LTC 

anti-Alo). Se utilizaron cepas con mutaciones espontáneas puntuales en 

H-2. De estos estudios se obtienen las siguientes conclusiones: 

.clase I y Lyt-2: Clase II. y LJT4.- Para producir una reacción de ICH a 

través del trasplante de linfocitos Lyt-2+ se requiere la existencia de 

diferencias en las moléculas de Clase I. En cambio, para producir la 

reacción de ICH a través del trasplante de linfocitos L3T4+ se requieren 

diferencias en las moléculas de Clase II (43) • 

• I'Cll aqudo: Clase :r y :rr, ' Lyt-2 y LJT4. - Para que se produzca la 

enfermedad de XCH de tipo aqudo deben existir diferencias en las 

moléculas de Clase I y Clase II entre el padre y el hibrido Fl., deben 

trasplantarse ambas subpoblaciones de linfocitos T (Lyt-2+ y L3T4+), y 

éstas deben ser funcionales (no irradiadas) (41, 43). Es decir, ambas 

subpoblaciones de linfocitos deben reaccionar en contra de sus 

correspondientes moléculas del CPH. Esto produce una supresión de las 

respuestas LTC anti-Sin.TNP y anti-Alo • 

• xcu crónico: Clase I o IX / Lyt-2 o LJT4.- Por otra parte, la inyección 

de una u otra subpoblación de linfocitos, o las combinaciones P .. Fl que 

resulten en la reacción en contra sólo de molécUlas de Clase X o de 

Clase II, pueden o no producir supresión \lnlcamente de la respuesta LTC 
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antl-sin.TNP (43). En algunos casos sólo el reconocimiento de 

determinantes alogénicos I-A (Clase II) del receptor Pl induce supresión 

de las respuestas LTC anti-sin.TNP (42). Aparentemente, este estado de 

supresión corresponde a una ent'ermedad de :ICH de tipo crónico. 

En la reacción de ICH aquda, la supresión de toda respuesta LTC se puede 

explicar como una leucopenia en el receptor Pl. Pero en la reacción de 

ICH crónica, la supresión especifica y 1lnicamente de la respuesta LTC 

anti-Sln.TNP podria tener alquna relación con los fenómenos de inducción 

de tolerancia perit'4rica en la población de linfocitos T del receptor. 

La mayoria de las moléculas del CPH presentes en la superficie de la 

membrana celular deben estar ocupadas por péptidos. Asi que es posible 

que el reconocimiento de otros productos de la región 

H-2, además de la minima indispensable, y el reconocimiento de péptidos 

unidos a estas moléculas contribuyan de alquna manera al nivel de la 

supresión o a la qravedad de la enfermedad de ICH, por ejemplo, 

disminuyendo el número de células parentales necesarias para inducir la 

supresióil, o el tiempo requerido para la inducción y la recuperación de 

la misma. 

Modelos P - P1 Crl y A - BCrl .- Alquno• de los resultados obtenidos con 

los modelos P - P1 (r) y A - B(r) coinciden con los obtenidos de los 

experimentos realizados en el modelo P - P1 (44, 45). Una diferencia 

importante es que en esta serie de experimentos los receptores fueron 

irradiados y siempre se trasplantó la población de linfocitos indicada, 
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más células de HO depletadas de lintocitos, ambas provenientes de la 

cepa donadora (el trasplante de MO y linfocitos singénicos produce un 

retraso en el desarrollo de una enfermedad de ICH) • En este caso se 

utilizó el porcentaje de mortandad y el tiempo medio de sobrevida (TMS) 

como parámetros de la enfermedad de ICH: 

.Clase I y Clase II ' Lyt-2 y LJT4. - Las combinaciones de hibridos Pl. 

con diferencias en todo el H-2 (Clase I y II) requieren el trasplante de 

atnbas subpoblaciones de linfocitos para generar una enfermedad aguda 

(TMS 20 dias) • 

• Clase I y Clase :u: Ir Lyt-2 o L3T4. - cuando existen diferencias en todo 

el H-2, y dependiendo de la combinación de cepas utilizada, la 

subpoblación celular Lyt-2+ ó la L3T4+ trasplantada de forma 

independiente puede mostrar mayor ericiencia que la otra subpoblación 

pl\ra producir enfermedad de ICH crónica (TMS 40 dias) inclusive llegando 

a producir una enfermedad de tipo agudo (TMS 15 dias) • 

• clase 1'. y Lyt-2.- cuando sólo existen diferencias en las moléculas de 

Clase I, la población Lyt-2+ es indispensable y suficiente para producir 

una enfermedad de tipo crónico (TMS 35 dias) independientemente de la 

dosis de radiación, mientras que la población LJT4++ por si sola no . 
produce ninqún et'ecto. Sin embargo, si se trasplantan juntas: l) una 

dosis baja de la subpoblación L3T4+ amplifica el efecto de la 

subpoblaclón Lyt-2+, hasta producir una enfermedad aquda (TMS 16 dias) • 

Este efecto amplificador pod.ria deberse a la IL-2 secretada por la 
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subpoblación L3T4 +; esto se deduce del hecho de que el trasplante de 

células Lyt-2+ + IL-2 recombinante (rIL-2) disainuye notable.mente el 

THS, al iqual que la población LlT4+. 

2) una dosis alta de lintocitoa LJT4+, o el trasplante de linfocitos 

totales, produce en los animales alqunos sin tomas de la enfermedad, 

seguidos de una recuperación total (etecto protector) • 

• claso :r.I y LJT4.- cuando sólo existen di:terencias en las moléculas de 

Clase II, se requieren linfocitos L3T4+, y dependiendo de si la dosis es 

baja o alta, se puede generar una enfermedad de tipo crónico o de tipo 

agudo respectivamente. En cambio, si la dosis es demasiado alta se 

observa un numero apreciable de sobrevivientes sin sintomas de la 

enfermedad (efecto protector). Al reducir la dosis de radiación del 

receptor Fl se observa una tasa de mortandad escasa, independientemente 

de la doaie de trasplante .. 

4. 2. Reacción de XCH Xnducida a Través de Antigenos Menores 
y Uso da Subpoblacionea Lyt-2+ y/o LJT4+: 

Modelo A ~ B(r) • 

Las diferencias en antigenos no relacionados con el CPH también pueden 

inducir reacción de ICH (46). Al trasplantar ratones irradiados con 

células de MO Thyl- en combinaciones A .. B(r) en las cuales sólo existen 

diferencias en antigenos menores pero no en H-2 se logra un trasplante 

partecto. Pero ai a eate injerto de MO •• le aqregan linfocitos totales 

o linfocitos Lyt-2+, el 1001 de lo• aniaalee desarrolla una enteraedad 

de ICH mortal, en ausencia total de célulaa L3T4 + del donador y del 
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receptor. Experimentos adicionales demuestran que la subpoblación Lyt-2+ 

siempre produce enfermedad de ICH a través da antigenos menores de 

histocompatibilidad, pero que la subpoblación LJT4+ en ocasiones también 

puede hacerlo, dependiendo de la combinación de cepas que se utilice, y 

que a medida que aumenta la dosis de cada subpoblación la mortalidad 

aumenta. 

s. Actividad de las Células Asesinas Naturales 

A pesar de que las células AN no están restringidas por moléculas del 

CPH, éstas parecen estar involucradas en la mayoria de los procesos de 

rechazo de tejido alogénico. 

Rechazo de trasplantes de Mo.- Se ha demostrado que los trasplantes de 

MO aloqénicos y singénicos (47) pueden ser rechazados a través de un 

mecanismo, independiente de linfocitos T, que involucra células AH. Esto 

indica que las células AN pueden atacar tejido de origen hemopoiético 

(48). 

Resistencia híbrida.- Las células AH también est6n involucradas en los 

procesos de resistencia hibrida. La resistencia hibrida es el mecanismo 

a través del cual un hibrido Fl puede rechazar tejido proveniente de una 

de las cepas proqenitoras. Los ratones H-2ob/d irradiados y una linea de 

ratones C57BL/6 (H-2b) transgénicoa irradiados, a los que se les ha 

·insertado un fragmento de ONA que codifica para la molécula de Clase I 
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H-2od, pueden rechazar linfomas de linfocitos T derivados de la cepa 

C57BL/6 (49) y células de Mo de C57BL/6 (48). Las células responsables 

del rechazo son Asialo GH-1+ y NK1.1+. En este caso el determinante 

anti génico responsable de este rechazo •• conoce como Hh-1b, y mapea en 

la región H-20 del haplotipo H-2b. La expresión de Hh-1b es inhibida por 

la reqión H-20 del haplotipo H-2d (50) • 

Estos experimentos tambián indican que el receptor Fl irradiado a\ln 

tiene capacidad para rechazar el injerto de Mo alogénica. Sin embargo, 

esto sólo ea evidente cuando la dosis de trasplante de MO es baja. 

cuando la dosis de trasplante aumenta, seguramente el rechazo no es 

suficiente para acabar con la población de linfocitos T presentes en el 

injerto de MO. Entonces estos ~ltimos pueden reaccionar en contra del 

receptor y producir una reacción de ICH. 

Reacción de xcu.- Las células AN también participan en la reacción de 

ICH. A menudo se han encontrado infiltrados de células mononucleares en 

proximidad con c4lulas necróticas, en la piel, el intestino y el h1gado 

de animales con entermedad de ICH. Estudios de inmunohistogu1mica han 

revelado que estas células mononucleares son Thy 1+, Mac ¡+, Asialo 

GMl+, Lyt-2- e ra- y que no pertenecen al ratón receptor, por lo que 

parece tratarse de células AN provenientes del inóculo donador, que al 

microscopio electrónico presentan mor.tolog1a de grandes linfocitos 

granulares (LGL). Esto coincide con un actividad elevada de células AH 

en el bazo de ratones con enfermedad de J:CH. 
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La información acumulada sugiere que la reacción de ICH activa un 

mecanismo efector mediado por células AN, y por lo tanto inespeciflco, 

que puede dafiar tanto al injerto como al receptor (51). Experimentos 

realizados con ratones beige, de!ectuosos en células AN, apoyan esta 

teoria. Las células de bazo de eetos ratones no pueden producir todo el 

espectro de la patologia de la enfermedad de ICH. 

7. Factores So1ubles 

Existen otros componentes ademé.e de los. linfocitos T y las cálulas AN 

que son reoponsables de alqunos de los efectos observados en la reacción 

de ICH. Entre estos están los factores solubles (52). 

l.lc.2.·- Los esplenocitos de ratones con enfermedad de ICH no son capaces 

de proliferar en respuesta a activadorcs policlonales tales como con A 

o LPS, pero si pueden producir i:r.-2. Loa eaplenocitoa irradiados de 

ratones con enfermedad de ICH (BlO. BR - CBA/J) cocultivados con 

esplenocitos normales de BlO. BR, inhiben la proliferación de loa 

esplenocitoa normales1 el fenómeno ea inespecifico. La inhibición se 

elimina al tratar a los esplenocitos del ratón con enfermedad de ICH, 

antes del ensayo con anti-Thyl o Leucine Methyl Ester (IME - compuesto 

que destruye a las células que contienen gr6.nulos citopl6.smicos), pero 

no con anti-Lyt-2 y anti-L3T4. si se purifican las células B de estos 

ratones, 4stas si son capaces de proliferar y producir inmunoqlobulinas. 

Al tratar animales in vivo con anticuerpos anti-IL-2R después del 
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trasplante de MO +células Thy.1+ aumenta el porcentaje de supervivencia 

da o hasta 60\. En conjunto ea.tos dato• indican que un factor o vario• 

factores solubles son responsablea de la actividad supresora. Uno de 

eatos factores ea seguramente IL-2 .. La población celular que la secreta 

aon probablemente c•lulas AH. 

ll1i::..J'. - Al añadir anticuerpos anti-TNF- ~ a cultivos da esplenocitos de 

ratones con enfermedad de ICH, o de cocultivos de éstos (irradiados) con 

linfocitos nori:nales del donador, en ambos casos estimulados con Con A o 

LPS, se revierte la supresión. 

Recientemente se demostró que la adlD.inistración in vivo de anticue:t-pos 

anti-TNF disminuye la incidencia de la enfermedad de ICH. 

A este respecto, hay datos que indican que la secreción de linfocinas 

eat4. alterada en los linfocitos T maduros de ratones con enfermedad de 

ICH (53, 54). Por lo tanto, la dehrequlación de linfocinas parece ser un 

evento central en la inducción de la enfermedad de XCH, a tal grado que 

los efectos de la reacción de ICH puedan disalnuir o suprimirse si ae 

elimina a la(a) interleuclna(•) o a la población que la(s) produce. 

6. llodelo Aferente-Eferente de la Reacción da XCII AgUda. 

Los llnf'ocito• T son responaablea del reconocimiento de aloantigenoa en 

la reacción de XCH aquda. Sin eabargo la población o poblacionea 

celulares directa•ente reaponaablea del dado obaervado no han sido 
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definidas. Todo parece indicar que adem.Aa de los linfocitos T existen 

otras poblaciones celulares involucradas, como las células AN. Debido a 

e ato, se ha propuesto ~ modelo de la reacción de ICH en el que se 

identifican do11 procesos: el aferente (el reconocimiento y activación de 

las células involucradas), y el eferente (la respuesta efectora de las 

células activadas). 

La faso aferente do la enfermedad de ICH aquda comienza cuando los 

linfocitos T donadores reaccionan contra aloantigenos del receptor. 

Estas células liberan una variedad de llnfocinas, tales como IL-2, TNF 

e INF-'f, los cuales se ha demostrado que. activan LGL. En la reacción de 

ICH inducida a través de antigenos menores, los linfocitos Lyt-2+ 

parecen ser los principales responsables de este proceso. Sequramente 

identifican antigenos menores asociados a antigenos Clase :I del CPH. En 

la reacción de :ICH inducida a través de moltlculas del H-2 Wticamente, 

ambas subpoblaciones de linfocitos (Lyt-2+ y L3T4+) parecen ser 

necesarios. 

En la fase eferente, las células LGL Asialo GM-1+ son activados mediante 

las linfocinas liberadas. Una vez activadas, estas células se 

encomiendan a la destrucción de tejido. La identidad exacta de las 

células LGL aun no est4 clara. Las células AH activadas por linfocinas 

(LAK) son una población heteroc¡énea de células con mortologia de LGL y 

que exhiben citotoxicidad no restrinqida por mo16culas dal CPH (55). 
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ESTD<OUl lUITIGElfl:CO 

Se ha demostrado que tanto diferencias en laa moléculas del CPH como 

diferencia• en otros antigeno11 pueden inducir una reacción de ICH. Sin 

embargo, no se sabe cu6.les son loa tejidos que funcionan como principal 

estimulo antigénico en la reacción de ICH. Tampoco se sabe, si solo los 

tejidos que presentan diferencias antlgénicaa en su superficie son los 

ünicos afectados, o si la reacción de ICH genera un proceso 

inespecifico. 

1. Principal Estimulo Antigénico en la Reacción de ICH. 

Se piensa que en las reacciones de ICH inducidas a través de diferencias 

en Clase I, el principal estimulo antigénico son los tejidos que 

expresan mayor cantidad de moléculas de Clase I en la superficie. Estos 

tejidos son la MO y las células de origen hemopoiético. Para probar esta 

posibilidad, se realizaron experimentos en ratones quimeras (ratones 

(CBA x C57BL/6)F1 reconstituidos con MO de ratones Fl o de CBA a los 

cuales se lea trasplantaron linfocitos T de cBA, para inducir reacción 

de ICH (56). Los resultados indican que, erectivamenta, estas 

condiciones la reacción de ICH sólo se induce cuando la MO y los 

linfocitos T maduros del receptor son alogénicos con los linfocitos T 

del donador. El tejido de KD resultó ser la fuente •ae importante de 

células inmunogénicas, aequldo por la• c•lula• de bazo, de timo y 

conducto tor~clco, en orden decreciente. 
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2. Reacción de ICH Inducida a trav4a de un Antigeno 
Tejido-especifico. 

La enfermedad de ICH crórilca ea un proceso general izado. Ea to tal vez se 

deba a que la activación de linfocitos B es policlonal, y a que los 

anticuerpos tienen acceso a una gran variedad de tejidos. En cambio, la 

enfermedad do ICH aguda parece estar mediada en gran medida por procesos 

celulares, y no por anticuerpos. se desconoce si, una vez que se ha 

disparado la reacción da ICH aguda, los tejidos que resultan dañados son 

los que expresan moléculas del CPH alogénicas, o si se trata también de 

una activación inespecifica de células efectoras. Se realizaron 

experitnentos con una linea de ratones SJL (H-28 ) transgénicos que 

expresan moléculas de clase I H-2Kb \lnicamente en el higa.do, los riñones 

y el pá.ncreas (57). cuando a estos ratones se los indujo la reacción de 

ICH~ sólo dosarrol laron lesiones en los órganos en los cuales se 

expresaba el transgene. Esto indica que la reacción de lCH pued~ estar 

dirigida exclusivamente contra el tejido u órgano que porta el antigeno. 

Esto no nos asequra que los tipos celulares que forman parte de dicho 

tejido y que no expresan el antigeno blanco no sean dañados. Asi es que 

la reacción de ICH podria disparase localmente, dentro de los órganos 

que portan el o los antigenoa, produciendo daño a todo el tejido, pero 

11in expandirse a tejidos contiguos. 
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DESTDfO, PROLJ:PERACiON Y CJ:llCQLACJ:ON 
DE UJS LJ:HFOCXTOS T 'l'RASPLAHTADOS 

1. neatino de 1os Linfocito• T Trasplantado•. 

Para determinar el sitio en el que se alojan los linfocitos 

trasplantados, se realizaron trasplantes de células do MO de uno de los 

progenitores marcadas can [125-J:]-2-deoxiuridina en ratones hibridos Fl 

sin irradiar (47). Los resultados indican que cuatro hrs. después del 

trasplante, la mayoria de las células se localiza en la cabeza [22 .4:t], 

el higado [6.2,], los intestinos [10.9\], el bazo [l.3\], los huesos 

largos [l.2t], los pulmones [1.1\], y la cola [1.1\:] [porcentaje de la 

reactividad recuperada en relación a la reactividad total inyectada]. 

Se hicieron otros estudios a tiempos mAs largos en ratones irradiados y 

trasplantados con c'lulas •ing6nlca• de bazo y timo, marcadas con 

adcnosina trltiada (58). So buscó el destino de estas células en pulmón, 

hiqado, timo, bazo y nódulos linfAticoa, desde 15 min. hasta 62 brs. 

después del trasplante. Tanto las cl\lulas de bazo como las de timo se 

localizaron principalmente en el bazo y con mencir frecuencia en nódulos 

linfAticos, aunque de 2 a 10 veces m4s células de bazo que de timo se 

alojaron en tejidos linfoides (la distribución puede variar seqlln el 

origen de los linfocitos T) • En el resto da loa tejidos analizados 

prácticamente no se encontraron células. A manos que las células 

aingénicas presenten una distribución distinta a la que presentan las 

células alogénicas, pod.riamos suponer que el bazo y los nódulos 

linfáticos son alqunos de los principales 11itioa da alojamiento de las 
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células trasplantadas. Desde luego seria necesario verificar qué sucede 

en los huesos (HO). 

2. Proliferación de loa Linrocitoa T Trasplantados. 

Después de alojarse en diversos tejidos, los linfocitos T trasplantad.os 

son activados por aloantigcnos. Se ha determinado que el trasplante de 

linfocitos T de uno de los progenitores en ratones hibridos Fl produce 

una activación y proliferación de los linfocitos trasplantados, en el 

bazo y en los nódulos linfáticos del mesenterio del receptor (56). La 

prolif'eración se determinó a través del incremento en el peso del ba::.:o, 

y la cantidad de timidlna tritiada incorporada in vivo. se presentó una 

esplenomegalia evidente 2 dias después del trasplante, que presento un 

valor máximo entre J y 6 dias y se asoció con un incremento en el n\.\Jnero 

de células: el aumento en el peso del bazo depende de la dosis de 

timocitos trasplantada. Las células que contribuyen al incremento en el 

peso del bazo provienen en gran medida del inóculo de células 

trasplantadas. 

La curva de tiempo de incorporación de tritio en el bazo y los nódulos 

llnt4ticos del mesenterio decayó J dias después del trasplante. Esto 

sugiere que los timocitos trasplantados sutrieron un periodo transitorio 

de activación antigénica en el bazo y loa nódulos lin~6ticos, y 

subsecuentemente migraron a la circulación. 
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otros estudios indican que la proliteracldn en •l bazo varia aeglln el 

tipo da reacción de ICH ( 4 J) • Mediante el uso da anticuerpos 

monoclonales, se ha demostrado que en la reacción de J:CH inducida a 

través de moléculas de Clase J: solo existe una módica repoblación del 

bazo del receptor por las células T donadoras. En la reacción de ICH a 

través de moléculas de Clase II existe una repoblación mayor que en el 

caso anterior y que es predominant·emente LJT4+. En ambos casos se 

aprecia una disminución celular. minia.a de linfocitos del receptor. En 

cambio, en la reacción de ICH a travd:a de moléculas de Clase I y de 

Clase i:r existe una repoblación extensa del bazo (Sot). Los linfocitos 

que repoblan el bazo son del padre donador, la mayoria de los cuales son 

Lyt-2+. La población de lintocltos Lyt-2+ y L3T4+ del receptor disminuye 

dramáticamente (>99\). 

3. circulación de los Lln.Cocitoa 'l' en Prolif'eracidn. 

Se realizaron estudios para averiguar si loa l.infocitoa T trasplantados 

que proliferan ante un estimulo antiqénlco en tejidos como el bazo 

pueden después dirigirse a otros tejidos. Una qran cantidad de blastos 

aparecieron en el conducto tor6cico de ratonea hibridos P1 irradiados y 

trasplantados 4 dias antes con linfocitoa T de uno de los proqenitoraa 

(59). La aayoria de loa blaatoa estaban aintatisando DNA puesto que 

incorporaron timidina tritiada que le• fue adlliniatrada a loa ratonea. 

Los linfocito• axtraidoa del conducto torAcico de estos ratones fueron 

identi.Cicadoa como una población de linfocito• T proveniente da l.aa 
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células trasplantadas, y que habia sido activada para dividirse en 

respuesta a antiqenos de histocompatlbllidad aloqénicos. 

4. Pin de la 11o1tcclón da XCB Aguda. 

Los ratones que desarrollan enfermedad de J:Cll aquda, pueden recuperarse 

sino mueren por intocción durante la etei.pa mas critica de la enfermedad. 

se examinaron periódicamente los tejidos de ratones con enfermedad de 

ICH inducida a través de una molécula de Clase 'I transgénica, que se 

expresa en el hiqado (57). So observó que 24. semanas después del 

trasplante de linfocitos T, el infiltrado linfocitario que se babia 

observado en el higado desde las 3 hasta las 12 semanas después del 

trasplante disminuyó notablemente. Esto pueda deberse a que existen 

mecanismos tolerogénicos (periféricos) que limitan la respuesta inmune 

en la reacción de ICH en contra de las células que expresan el transgene 

(sogün los autores), o simplemente a que loa linfocitos T aaduros 

trasplantados y au proc;ienie no •on atemos. Sin ellbarqo, la enfermedad 

de ICH aguda también puede derivar en un proceso crónico y este puede 

prolongarse durante años (39). Esto se debe principalmente a que se 

g:enora un desequilibrio entre las subpoblaciones de linfocitos T 

auprosores y autorreactivos. Por otra parte, se encontró que los 

l infocitoa T extraidos de ratones con enferaedad de ICH aguda, 5 dias 

después del trasplante pueden inducir enfenaedad de :ICH aguda ai se 

trasplantan a ratones aingénicos (60). En cambio los linfocitos T 

extraidos el dia 6 solo producen enfermedad de XCH crónica. La población 
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del dia 5 esta enriquecida con lintocitos supresores, mientras que la 

del dia 6 esta enriquecida con linfocitos de ayuda. Esto indica que en 

realidad el proceso que qenera 11upresión o destrucción (reacción de ICH 

aguda) finaliza alrededor del dia 5, y lo que sucede a partir de 

entonces es el resultado do loa efectos producidos durante los primeros 

5 dias. La capacidad para generar una reacción de ICH crónica permanece, 

pero dado los efectos producidos durante los primeros S dias, esto no es 

aparente. 

s. Reconstitución con Médula osea Aloqénica. 

Existen varios ejemplos que demuestran que la MO alogénica, depletada da 

linfocitos T puede reconstituir la HO del receptor. Ratones SJL 

transgénicos fueron irradiados y trasplantados con células de bazo o 

células de MO depletada de células T, ambas provenientes de ratones SJL 

normales (57). Los ratones trasplantados con células de bazo (linfocitos 

T maduros) desarrollaron lesione• de ICH solo en loa órgano• en los 

cuales se expresa el transqene. En cambio, los ratones trasplantados con 

células do MO no mostraron evidencia alguna de la reacción de ICH. Esto 

indica que las células T que reconstituyen al receptor y que provienen 

del injerto de MO de SJL no transgénico, pasan por procesos de 

diferenciación y educación dentro del receptor que las vuelven 

tolerogénicas. Esto puede suceder incluso cuando el alo~ntigeno no se 

expresa en el timo. Por lo tanto, los linfocitos T provenientes de la MO 
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trasplantada eat4n sujeto• tanto a procesos de aalección en el timo 

(61), coao a proceao• tolerogtinicoa perit•ricoa. 
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OBJETIVO 

como se explicó en la introducción, la enfermedad de ICH aquda 

produce, en general, hipogamaglobulinemia, supresión inmune, 

involución ti.mica e hipoplasia del tejido linfo-hemopoiético, y los 

sintomas caracteristicos. El objetivo principal de este trabajo es 

verificar si existe daño en la MO de loa ratones con enfemedad de 

ICH aguda inducida en· ratones no irradiados, y correlacionar el 

daño medular con lo que sucede en sanqre periférica. 

Para estudiar los efectos de la enfermedad de ICH aquda en la MO, 

se utilizó un modelo murino de inducción de la enfermedad da ICH, 

en el que ratones hibridos Fl son trasplantados con células de bazo 

(CB) proveniente de uno de los padrea (P - P1) • Se utilizaron dos 

hibridos Pl diferentes: 

[C57BL/6 x DBA/2JF1 (8602) y 

(C57BL/6 X BALB/c)F1 (B6C) o [BALB/c X C57BL/6JF1 (CB6). 

Los ratones BALB/c y los OBA/2 son cepa• al0916.nica• que comparten 

la región que determina el haplotipo (H-2d) , por lo tanto, ambas 

combinaciones de hibridos son (H-2b x H-2d) • En ambas combinaciones 

(86 .. 8602 y 86 .. B6C o CBG) se utilizó el aismo padre como donador 

de CD para evitar diferencias en el trasplante de subpoblaciones de 

linfocitos L3T4+ y Lyt-2+. 
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De acuerdo con la literatura, el tra•plante d• 9 x 107 ce en la. 

combinación 86 .. 8602 produce una entaraedad da ICH aguda letal, 

caracterizada por un estado de in.unoaupra•ión, disminución en el 

tamafto del bazo, la presencia da lintocito• T citotóxico• anti­

receptor, un qui.marismo espl•nlco del 20 al 26t correspondiente a 

las células de bazo trasplantadas (62), y supresión {transferible 

in vitre) en la producción de ·anticuerpo•. Esta reacción esta 

dirigida contra el componente H-2d del hibrido Fl. Puesto que la 

reacción de ICH puede iniciarse por diferencias exclusivamente en 

las mol4cul.aa del CPH (43), y puesto que loa hibridos B6D2 y 

B6C/C86 comparten haplotipo, supusimos que la combinación 

B6 .. B6C/CB6 tambi•n producirla una enfet'lledad de ICH aquda. 
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JIATBRDIL Y IUITODOS 

Amortiguador de fogtotoa CPBSl • 
NaCl 

~~~2pe4 
KH2P04 

pH 7.4. 

~· PBS con qlucosa al O.lt. 

Medio RPMI 
RPMI 1640 
Dextrosa 
NaHC03 
"2º 

completo. 

pH 7.2 

0,15 K 
0.0026 K. 
o.ooe M 
0.0014 M 

10.392 q 
2.5 q 
2.0 q 

aforar a 1 lt. 

Filtrar en condiciones esteriles y ai\adlr: 

sulfato de estreptomicina 
Piruvato de Na 
AminoAcldos no esenciales 
Anfoterticina-B 
Suero bovino fetal 

Medio RPMI•. 

100 ¡¡q/ml 
1 mK 
0.1 mK 
1' 

10, 

Medio RPMI filtrado, no complementado. 

Solyción de EPTA. 

pH 7.0 

8 q 
0.2 q 
0.2 q 
1.15 q 
0.2 q 
atorar a 

siempre se utilizó precalentada a J7ªC. 

solución de Bouin. 
Ac. picrico (so1n. acuoaa 
nturada 12 q/lt.) 

Formaldehido (soln. 40') 
Ac. acatico 9lacia~ 

750 .1. 
250 ml. 

50 al. 

Lt. 
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~--

se utilizaron ratones de la cepa singénica C57BL/6 (B6) , y ratones 

hibridoa [C57BL/6 X DBA/2JF1 (8602). y [C57BL/6 X BALB/cJF1 (B6C) 

y/o [BALB/c x C57BL/6JF1 (CB6) qua fueron proporcionados por el 

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Trasplante de Célylas de Bazo. -

LOS ratones B6 fueron sacrificados por dislocación cervical. LOs 

bazos fueron extraidos y i) disgregados pasándolos por una malla de 

acero inoxidable, presionándol.os con el embolo de una jeringa, y 

diluyendo las células en PBS* Q medio RPKI• 1 o il) fueron 

perfundidos con una jeringa de insulina y medio RPMI•. Las células 

fueron colectadas con una joringa de insulina y l.os grumos fueron 

separados con una pipeta pasteur. Las células fueron lavadas dos 

veces en PBS* o en medio RPMI.*, y una vez en PBS (sin glucosa) , en 

tubos de 5 ml.: las centrifugaCionea ae hicieron a l. 5 K, 7 min. 1 

el sobrenadan te ae decantó, y el botón da c•lulas fue resuSpendido 

en el liquido restante con agitación auaver •e agregó PBS• o RPM:I• 

hasta completar Sml.1 se dejaron reposar 1 min. en hielo para que 

se asentaran los grumos, y el sobrenadante se pasó a otro tubo de 

Sml. con pipeta pasteur; en algunos casos los eritrocitos se 

lisaron agregando al botón de célula• resuspendido un volumen de 

aqua destilada estéril e inmediatamente despué11, un volumen de PBS 

2x. • En algunas ocasiones las c6lulaa f'ueron incubadas en RPM:I 

completo en una incubadura de C02 al 5,, durante no mAs de 12 hrs. 

La viabilidad y el ntlmero de c4ilulas ~ueron determinados por el 
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método da exclusión de azul de tripano, utilizando un 

hematocitóaetro: se tuvo cuidado da no contar eritrocitos. Las 

c16lulas fueron resuspendidas en PBS. A menos que se indique otra 

cosa, todo •• hizo a temperatura ambiente y en condiciones 

estériles. Cada ratón rue inyectado por la vena dorsal de la cola, 

con la dosis de CB indicada en las Tablas 1 y 2, re suspendidas en 

un volumen de 0.5 a 1 ml. de PBS. 

Biometrias HemAticas.-

Los ratones tueron anestesiados con éter etilico, y sangrados por 

via ocular, utilizando c6.nulas heparinizadas. Las biometrias se 

hicieron en el laboratorio de Hematoloqia, del Instituto da 

canceroloqia, en un aparato coulter counter •odelo s Plus XX, cat-

7546663. se usaron muestras prodiluidas: 45 ¡.il de sangre tueron 

diluidos en lOml. de ISOTON {soln. comercial). Loa c4lculoa de los 

valores hématicos fueron realizados con el programa Lotus 123 

(versión en espaf\ol). 

Necropsias.-

Los animales fueron sacrificados por di•locación cervical. Los 

Orqanos indicados fueron extra.idos y fijados en formol al lOt. 

Cortes de T11 ido. -

Los órganos fijado• fueron incluidos en bloquea d9 parafina. Los 

cortes fueron teftidos con hematoxilina y eoaina. Eato rue realizado 

por Iaaae1 Ra•irez, del Instituto de Investi 1ciones Biomedicas, 
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por el Departa.mento de Patolog1a, del Instituto de canceroloq1a, y 

por el Departaaento de Patoloq1a, del Instituto Nacional da la 

Nutrici6n Salvador ZubirAn. Bl an4li•i• hl•tolóc¡ico fue hecho por 

el Dr. Rogello HernAndez Pando .. 

Ensoyo de Unidades Forn,odoros de colonias en el bozo CUFC-sl .. -

Esquema qeneral del experimento:~ 

Donadores de HO 
o--------1-------->?--------3 

Receptores de HO 
A-----------B-------------c 
Donadores de MO: 

O) los aniaales fueron trasplantadoa·con CB; 1, 2 6 J semanas 

despues del trasplante de ca ruaron sacriticadoa para la 

eXtracción de NO. 

Receptores de HO ~ 

A) los animales recibieron tratAJ11iento con Terra11icina, B) 11 a 

15 dias d,espues ae les auspendió el antibiótico, fueron 

irradiados, y entre 2 y 5 hra. después fueron i) trasplantados 

con MO proveniente de ratones singénicos trasplantados l, 2 6 

semanaa antes con CB (Donadora• de NO) , o ii) proveniente de 

ratonea aingénicoa sin tra•plantar (control de HO noraal) , o 

111) no trasplantados (control de radiación) , y C) fueron 

aacrificadoa 12 d•a• después del traaplant• de HO para la 

extracción del bazo. Loa bazoa rueron rijadoa en aolución de 

bouin Para acentuar la visibilidad de las colonias esplénica• 

(UFC-a). Se contaron laa coloniaa aacroacópicaaente· viaiblaa an 
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el bazo, y se clasificaron en qrancles, medianas o chicas por el 

tamafio relativo que presentaron. En algunos casos se hicieron 

cortes de tejido para verificar la población celular de las 

colonias. Durante todo el experimento, los receptores se 

mantuvieron en condiciones especiales de esterilidad. 

Donadoreo de Médula Oseo. -

Los hibridos 8602 y 86C fueron trasplantados con CB de ratones B6 

machos o hembras de 5 a 10 semanas de edad (ver Trasplante de 

Células de Bazo) • A cada ratón se le inyectó por via intravenosa 

una dosis de CB de 1.4 a 1.e x 108 .resuspendidaa en o.s ml de PBS 

(ver Tabla 4). un dia antes de la extracción de KO, los ratones 

fueron sanqrados para obtener blometrias hem.Aticas; los donadores 

de MO a utilizarse fueron seleccionados por presentar los- valores 

hem4ticos mas bajos del grupo (datos no incluidos). 

Extracción de lae Células de MQ.-

Varios dias después del trasplante d• ca (ver Tabla 4) , loa ratones 

donadores de MO t'ueron aacrif'icados por dislocación cervical_ y 

sumergidos en etanol al 70'. se extrajeron rApidamente el bazo, los 

dos t'émures y las dos tibias. Los t'émures y las tibias t'ueron 

descarnados y colocados en hielo. El bazo, y en algunos casos 

también un t'emur y una tibia fueron"' fijados en tormol al lOt (ver 

Cortes de Tejido) 1 el t'émur y tibia restantes fueron utilizado• 

para extraer c•Uulaa de MO: se cortaron las cabezas de los huesos 

por ambos extremos, y se trasfundieron con un jerinqa de insulina 
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y solución de EDTA (las ctUulaa sobreviven hasta 12 hr11. en e11ta 

solución) utilizando 1 ml./hueao. se recolectó lo traarundido, y ae 

pasó varias veces por la jeringa para desbartar grumos. Las células 

fueron lavadas una vez con PBS, y el n\lmero de células y la 

viabilidad fueron determ.inadaa por el método de exclusión de azul 

de tripano, utilizando un hematocitómetro; se tuvo cuidado de no 

contar eritrocitos. A menos que a:e indique otra cosa, todo se hizo 

a temperatura ambiente y en condiciones estériles. 

Trasplante do Médula Osea.-

Entre 2 y 5 hrs. despues de la irradiación, los ratones recibieron 

una dosis d~ 4 x 105 <?élulas/raton diluidas en O.Sml de PBS, por 

via intravenosa. 

Condic;ionee Bepecialee de Eaterilidod.-

Entre 11 a 15 dias antes de la techa del trasplante de MO, y hasta 

su sacrificio los animales se mantuvieron en l.as mAximas 

condicione a de esterilidad posibles: 

El aserrin se esterilizó 2 veces y se lea cambió cada tercer dia. 

Las jaula• se limpiaron con etanol antes da usarse. Sa le colocó un 

filtro a cada jaula. Loa animales se colocaron en un m4ximo de 

6/jaula, y guardaron su distribución inicial durante todo •l. 

experimento. Se util.izó una bolsa de ali•ento aislada. 

Tratomiento con Terromicina. -

Entre 11 y 15 diaa antes del trasplante de HO, 1011 raceptorea da MO 
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recibieron Terra.micina por via oral:. se diluyeron 6.05 q/lt de 

polvo de Terra11icina (oxitetraciclina, tdr:mula especial para 

aniaales; uso veterinario. PPIZER) en aqua destilada estéril. Se 

colocó en loa bebederos, calculando aproximadamente 20 ml. de 

solución/ratón para 2 ó J dia•. 

Irradiación.-

Los animales fueron anestesiados para la irradiación: se diluyó 

Aneatcsal (Pentobarbltal Sodico D.063 q./ml. uso veterinario. Smith 

Kline) l i 10 en agua destilada est,ril; de esta solución se 

inyectaron 10 pl/qramo de peso de cada animal, por v1.a 

intraperi toneal. Para la irradiación los animales tueron colocados 

en cajas de pláotico tapadas con tiltro. Los ratones recibieron una 

doaia de irradiación de 1000. cGy/ratón, a una velocidad da 

administración de 81 cGy/min, en un total de 12.35 min; se utilizó 

una tuente de 6ºco. A algunos ae loe ratones que tueron irradiados 

o irradiados y trasplantados con Mo, se les practicaron biometrias 

hem6ticas antes de eer irradiados y 12 d1aa deapud:a para veriticar 

que la irradiación hubiese producido pancitopenia; no se observaron 

diterencias entro los valores hemiiticos de los ratones 

trasplantados y de loe no trasplantados (datos no incluidos) • 
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Ratones hibridos 8602 y B6C o CB6 (B6C/CB6) sin irradiar fueron 

trasplantados con varias dosis de ce de C57BL/6 (86) para 

identificar las dosi• adecuadas dG trasplante (Esquema 1). En total 

se hicieron los experimentos indicados en las tablas l y 2. El 

desarrollo de la enfermedad de· ICH se determinó a través del 

porcentaje de aortalldad, de los aintomas que presentaron los 

animales, de las cinéticas de peso y de valores hemá.ticos, y de los 

estudios histológicos. 

Tabla 1 
EXPEIUJIEN'l'OS DE TRASPLANTE DE B6D2 

Exp 1 rat F1 EdadR SexoR 1 CB EdadD Sexo O 

la 10 8602 7-9 1 5X10-7 7-9 1 
lb 10 8602 7-9 1 5X10-7 7-9 1 
1C 10 B6D2 7-9 1 - - -
2a 10 B6D2 7-9 1 ix10-s 7-9 1 
2b 10 B6D2 7-9 1 lx1o-a 7-9 • 3a 5 B6D2 12 1 1x10-a 11 1 
3b 5 B6D2 16 1 1x10-a 11 1 
3C 5 B6D2 12 1 lxl0-8 11 • 3d 4 B6D2 16 1 - - -

Ratones hibridoa 8602 fueron trasplantados con CB de 86. 
Elrp - mlm.ero de expariaento; t rat - n\laero de aniaales por 
experimento1 P1 - hibrido utilizado; EdadR - odad en semanas del 
receptor al recibir el trasplanto 1 SexoR - sexo del receptor 1 
1 CD - nW.ero de ce trasplantadas por aniaa.11 EdaclD - edad 
en semanas del donador de ce el dia del trasplante; SexoD - sexo 
del donador; (-) - grupos control sin trasplantar. 
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Exp • rat F1 EdadR S<UCoR • C8 J!4adD sexoo 

1 6 86C 11 • 2.oxio-a 12 • 2 6 B6C 11 • 1.5><10-8 16 • 3 4 B6C 11 • 1.ox10-a 12 • 4 4 B6C 11 • - - -
5a 6 B6C 7 • 1.sx10-s 9 • 5b 2 86C 7 .. 1.sx10-e 11-12 • 50 5 B6C 7 • - - -
6 3 CB6 7 • 1.6x10-B 8 • 1 1 CB6 1 • 3.9X10-7 10 • 8 4 CB6 8 • 3.ox10-a 10 • 9 4 CB6 7-8 • - - -

Ratone• hibridos B6C o CB6 fueron trasplantados con CB de B6. 
EXp - n\lmero de experimento; 1 rat - nW:iero de animales por 
experimento: Fl - dirección de la cruza en los hibridos Fl 
utilizados; EdadR - edad en saaanas del receptor al recibir el 
trasplante: sexoR - sexo del receptor; 1 CB - mlmero de CB 
trasplantadas por anisal 1 BdadD - edad en semanas del donador de 
CB el dia del trasplante; BelCoD - sexo del donador; (-) - qrupos 
control ain trasplantar. 

Sobrovida.-

B6 .. B6Q2. La Gr~f lea 1 muestra la curva de soDrevida de 4 

grupos de ratones 8602 trasplantado• con s x 107 y 1 x ioB CB (ver 

Tabla 1) • La mortalidad en los aniaale• trasplantados varió del 20 

al 60'; en ninC]ll.n experiaento ea obtuvo el 100• da mortalidad. AW\ 

al utilizar la miah doaia de traaplanta en doa g:rupoa diatinto• •• 

obtuvieron porcentaje• de aortalidad diferente& (ver lo• dos grupoa 

trasplantado• con 5 x 101 CB) • El auaento en la dosis de traaplanta 

(de 5 x 107 a 1 x 108 CB) no auaento al porcentaje de JKt.rtalidad. 
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Las animales murieron (o fueron sacrificados) entre 12 y 66 dias 

después del trasplante do ce. 

B6 - B6C/CB6. La Gr6fica 2 muestra la curva de sobrevida de 

los ratones B6C y CB6 trasplantados con un nW:nero de CB que varió 

de 1 a 3 x ioB (ver Tabla 2) • como se puede observar en esta 

figura, a pesa~ de que el mlmero de ce trasplantadas fue hasta 3 

veces mayor a la utilizada con los hibridos 8602, la sobrevida fue 

pr6.cticamente del lOOt en estoa ratones. Sólo en uno de los 

experimentos murió un animal. Aparentemente estos hibridos son .mAs 

resistentes a la reacción de ICH que el hibrido 8602. 

Sintomas y signos.-

86 - B6D2. Entre 10 y 60 di as después del trasplante de CB, 

algunos de los ratones 86 .. 8602 presentaron el sic¡uiente patrón de 

sin tomas, que son caracteristicos de la enfermedad de :tCJh ~rdida 

do peso progresiva (ver sección de. Peao), postura encorvada, pe1o 

erizado, adinamia y palidez acentuada de pabellón auricular. La 

duración de estos datos podia variar de 2 a 7 dias. Posteriormente, 

la mayoria de los animales presentó un cuadro m6.s severo 

manifestado por adinamia sevora, hipotermia genera1izada ( a1 

tacto), palidez extrema, y muerte en menos de 24 hrs. En 3 anima1es 

se presento adem6.s par6.lisis de extremidades antes de la muerte 

(esto pudo deberse a da_l\os ocasionados en el aistema nervioso por 
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isquemia) • Por lo tanto, la aayoria de loa ratones 86 .. 8602 

entermoa tueron aacritica.do• para ••r -tudiados, cuando •• 

considero que no aobrevivirian ea da 24 hra. 

Sin embargo, no todos loa aniaalea que presentaron los sintomas, 

murieron. Hubo dos casos de ratones 86 - 8602 que mostraron el 

patrón de sintomas caracteristico, con una notable disminución en 

el peso, pero que nunca mostraron adinamia. Estos ratones 

permanecieron en esta estado durante un par de semanas, después 

aumentaron lentamente su peso en un par de gramos, mejoraron, y 

vivieron durante aproximadamente un at\o. 

·Los ratones 86 .. 8602 que nunca mostraron perdida de peso, ni los 

sintomaa caracteristicoa de la enfermedad de ICH, vivieron tanto 

tiempo como loa ratones 8602 controles .. Ea posible que algunos de 

estos ratones trasplantados no recibieran la dosis de CD indicada 

debido a problemas durante la inyección en la vana dorsal de la 

cola. sin embarqo, resulta dit'1cil creer que esto haya ocurrido en 

un porcentaje tan alto de ratones, en todos loa exporimentos de 

realizados con 86 • 8602. Además, como se ver4 mas adelante, esta 

ineficiencia no o~rra en loa ratonea 86 • B6C/CB6 .. Por otra parte, 

las condiciones ambientalaa y alimenticia• ~ueron las aisaaa para 

todos loa ratones, as1 que date tampoco parece ser el activo del 

bajo porcentaje de :mortandad .. 
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B6 ... B6C/CB6. Entre 13 y 20 d1as despuéa del trasplante de CB, 

algunos de lo• ratone• 86 - B6C presentaron pérdida de peso. A 

diferencia de los ratones 86 ... 8602, éste fue el \l.nico •1ntoma post 

trasplante que presentaron los ratone• 86 .. B6C/CS6. 

Peso.- Los ratones trasplantados con ce fueron pesados 

periódica1::1ente. 

86 - 8602. Los ratones 86 .. 8602 qua si desarrollaron la 

enter:mcdad presentaron una pérdida notable de peso entre 2 y 7 dias 

antes de perecer o ser sacritica.doa. La dis11inucldn en el peso sa 

presento a tiempos muy variables, a partir de la fecha del 

trasplante de ce. Dobido a esta variación, no ae graficó el 

promedio de los pesos, sino el peso de casos aislados. En la 

GrAfica J se :mueotran las cinética.a del peso de dos ratones 

86 - 8602 (del Exp lb) que desarrollaron la antermedad (uno de los 

cuales so recuperó), y el promedio del peso del grupo control (del 

Exp Jd: ver -Tabla 1). 

En general, los ratones B602 sin trasplantar presentaron un peso 

promedio de 24 gra. a la• 8 samanaa de edad, mientra• que los 

ratones con entermodad de ICH pesaron como limite interior, entre 

16 y 20 qrs.1 hubo casos extra.o• de ratones que pesaron 14 grs. No 

ae identificaron diferencia• entre lo• pemo• de lo• qrupoa 

trasplantado• con 5 x io7 o con l x 108 ca. 
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86 - B6C/CB6. Algunos ratone• 86 - B6C presentaron una 

disminución de peso eincrónica. En la• GrAticaa 4, 5 y 6 •e aueatra 

el promedio del peao de loa diferentaa qrupoa da ratonas B6C y C86, 

trasplantados con las dosis de CB indicadas (ver Tabla 2) • 

Loa ratones de los experimentos 1-t no presentaron una disminución 

en el peso, mientras que los da· los experi•entos Sa, 6 y e si la 

presentaron, asi como uno de loa dos ratones del Exp Sb (ver Tabla 

3). En general, los ratones de los Exp 5 y Exp 6-e que disminuyeron 

de peso se recuperaron, aunque no alcanzaron al peso de loo grupos 

control, al •enos hasta 48 y 74 dias después del trasplante de ce, 

respectivamente. 

Bioaetriaa Beútica.a.- LOs animales trasplantados con CB tueron 

sangrados semanalmente para obtener biomotrias hom4ticas. En todos 

loe sangrados se incl.uyeron ratones control de la misma edad no 

trasplantados. 

B6 ... B6Q2. Se l.ea practicaron biomatrias hemAticas a los 

hibrldoa de loa experimentos 3 (trasplatadoa con 1 x 108 CB} • 

Aproximadamente, el 30' de lo• ratones B6 ... 8602 de los 

experiaento• 3 desarrolló pancitopenia (leucopenia, eritropenia· y 

trombocitopeniar dato• no incluido•) .. La pancitopenia, al iqual que 

la perdida da peso, •• presentó en un aargen de tiempo auy 

variable, detectada desde 13 ha•ta 61 dia• d .. pu4• del trasplanta 
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de cs. El qrado de pancitopenia m6ximo alcanzado tue variable: en 

cada caso se desarrolló leucopenia, erltropenia, y plaquetopenia en 

este orden de importancia, pero de diferentes qradoa de qravedad. 

En la aayoria de los casos la panel topen la continuó agrav.indose 

hasta que el animal murió. sin embarqo hubo casos excepcionales en 

loa que el anilll41 no murió y loqró recuperarse. En tales 

situaciones, los valores hem4ticos también se recuperaron, aunque 

muy lentamente. Al menos hasta 70 dias después del trasplante de 

CB, los valores het1.Aticoe alln estaban por debajo de los valores de 

los animales control no trasplantados (ocasionalmente se les 

practicaron blomotrias hem6ticas a alqunoa ratones de los Exp 1 y 

2, y se observó una pancitopenia que continuó por 1o menos hasta 97 

dias después del trasplante) • 

Se hicieron cuentas diferenciales de leucocitos de los frotis de 

aanqre periférica de ratones del Exp l: todas las poblaciones de 

leucocitos fueron afectadas (datos no incluidos) • 

El desarrollo progresivo de la pancitopenia coincidió con el 

proceso de disminución de peso, y finalmente, con el resto de los 

•intoma•. SOlo loa ratones que desarrollaron pancitopenia y 

disminuyeron de peso, aurieron1 sin embarqo, alCJUnos ratones (dos 

casos) con pancitopenia y disminución de peso se recuperaron. 

Debido a que la pancitopenia se presentó asincrónicamente, no se 

promediaron los valores hemAticoá da los ratones de cada grupo 



61 

experimental. En las GrAfica• 7a, b y e •• aueatra la cin•tica 

hem&tica de leucocitoa, eritrocito• y plaquetas, respectivaaente, 

de dos ratone• 96 - 8602 del Exp Jb (•ism.o• de la Gr6.fica 3), y el 

promedio de loa valore• hemAticoa del qrupo control 3d. como aa 

muestra en laa gr&ticas, el nl1aero da plaquetas y lecucocitos es 

muy variable aun en loa animales control; los eritrocitos son el 

valor hemAtico aas estable; Ambos ratones desarrollaron 

pancitopenia pero uno murió y el otro se recuperó. Las plaquetas 

aOn el componente sanguineo menos afectado, y los leucocitos el mas 

afectado en estos ratones. 

En las Gr6f icas e, 9 y 10 se comparan las cinéticas del peso y de 

los valores hemAticos de los dos ratones referidos en las qráficas 

3 y 7 y del promedio del qrupo control. 

B6 .. B6C/CB6. La mayoria de los grupos experimentales de 

ratones 86 .. B6C/CB6 doaarrollaron diferentea tipos de citopeniaa. 

Las el topenias se preaentaron da manera sincrónica en cada grupo, 

por lo que se promediaron loa valores hemAticos de todos los 

ratones de cada qrupo experimental. En la• series de GrA:ticas 11, 

12 y 13 se mueatran las cinética.a bem6ticaa da los grupos 86 ... 

B6C/CB6 (ver Tabla 2) 1 las Gr6ficaa a, b y e auaatran la• cinética• 

de leucocitos, eritrocito• y plaquetas, reapectivamente, de cada 

grupo. 
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En los grupos B6C Exp 1-3, los efectos en loa valores hemáticos son 

proporcionales a las dosis de trasplante: en el Exp 1, Exp 2 y Exp3 

(trasplantados con 2, 1.5 y 1 x 108 ce respectivamonte), sa 

presentaron una leucopenia y una eritropenia, una leucopenia y una 

eritropenia de menor grado, y una leucopenia módica, 

respectivamente • 

• En el Exp Sa, los 6 ratones (trasplantados con 1.s x 108 de CB de 

donadores de 9 semanas) presentaron una leucopenia y una 

eritropenia módica, mientras que sólo uno de los dos ratones del 

Exp 5b (trasplantados con la misma .dosis de CB de donadores de 12 

semanas) , presentó el mismo cuadro • 

• En todos los grupos CB6 se presentó una pancitopenia, inclusive en 

el ratón del Exp 7 que sólo fue inyectado con 3.9 x 107 CB de 

macho. Se produjo un efecto mayor en los leucocitos y eritrocitos 

del grupo trasplantado con 1.6 x 108 CB (da donadores de e 

aem.anas), que en los grupos trasplantados con 3 x 108 o con 

3.9 x 107 ce (de donadores de 10 semanas). Las plaquetas fueron el 

componente menos afectado. 

En la Tabla 3 se presenta un resumen de loa datos obtenidos de las 

grAficas de los valorea hemAticos 11, 12 y 13 y de las grAticas de 

los pesos 4, 5 y 6. 
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En general, el grado de citopania, y al ti-po en que 'ata se 

presento varió dependiendo de la doai• de CB trasplantadas, y de la 

edad de los donadorea y loa receptor•• d• ce. En los qrupos 

86 -. B6C/CB6, las citopeniaa de aa.yor qrado •• presentaron entre 

los 15 y los 21 dias después del trasplante de ce, y no ruaron 

letales: prácticamente el lOOt de loa aniaales con citopenias se 

recuperó y al menos 70 dias déspués del trasplante de CB, los 

valores hem6.tlcos casi eat&ban al nivel de los animales control no 

trasplantados (sólo un ratón del Exp 1 murió 35 dias después del 

trasplante, sin presentar una diamlnución en el peso, ni otros 

sintomaa). 

En las GrAticas 14, 15 y 16 se comparan las cinéticas de los 

promedios del peso y de los valores hem6.ticos de los grupos Exp 6, 

Exp 5a y Exp 9 (control). 
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Tab1a 3 
RESUllEH DB U.S CJ:KETJ:CAS lll!llATJ:CAS Y DBL PESO 

Exp lrat BdadR tce1 BdadD Laup Brip P1ap DiP 

B6C 

1 6 11 2.ox10: 12 +++ +++ no no 
2 6 11 i:~:i~e 6 ++ + no no 
3 4 11 2 + ? no no 
4 4 11 - - no no no no 

Sa 6 7 1.sx10B 9 +++ + no si 
Sb 2 7 i.sx10ª 1 -12 ++ ? no si• 
se 5 7 - - no no no no 

CB6 

6 3 7 1. 6x10B 8 +++ +++ ++ si 
7 l 7 3.9x107 10 ++ ++ + si 
8 4 8 J. ox10B 10 ++ ++ ++ si 
9 4 7-8 - - no no no no 

Se obtuvieron las cinéticas del peso y de los valores hemáticos 
de loe ratones 86 .. B6C y 86 • CB6. Aqui se presenta un resumen 
de los datos mAs sobresalientes de las Gr6.ficas 4, 5, 6, 11, 12 
y 13. Bxp - n\lmero de experimento1 1 rat - nümero de animales 
por experimento; EdadR - edad en semanas del receptor al recibir 
el trasplante; t cel - nWaero de CB trasplantadas por animal; 
BdadD - edad en semanas del donador de CB •l dia del trasplante; 
LOup - leucopenia1 Brip - eritropeniar P1ap - plaquetopenia; 
Diap - disminucion en el peso (•1/no)J (+) - grado relativo de 
las oitopeniaar (-) - grupos control •in trasplantar1 ? - se 
aprecia una ligera citopenia, pero cae dentro del rango norma11 
• - sólo un ratón presento leucopenia y di••inucion de pe•o. 
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Deacripoión xacroacópica e Histológica del Daño Inducido por el 
Trasplanta de ~lulas da Baso.-

B6 - 8602. En general, todos los anima.le• 86 .. B6D2 presentaron 

las misma• caracteristicas cuando tueron aacrificados: se observó una 

disminución en el volumen de sangre, con hipocromia, menor viscosidad 

y con un tiempo de coaqulación disminuido (observación cualitativa). 

El hiqado y los riñones presentaron una coloración rosa p.tlldo, debido 

a la isquemia. El bazo presentó una reducción variable de tamaño. El 

timo pr4cticamente desapareció en todos los casos. 

En total se analizó el tejido de 9 ratones 86 .. 8602 trasplantados con 

1 x 108 ó con 5 x 107 CB, que presentaron las caracteristicas arriba 

descritas. Se hicieron cortes de bazo, hi9ado, rit\ón, pulmón, corazón 

y cerebro: en algunos casos al rit\ón presentó iaqueaia; el higado en 

ocasiones presentó necrosis leve o extensa, con isquemia, y en un caso 

con bacterias; el resto no •oatró alteraciones. Se hicieron cortes de 

los vestigios del timo, pero sólo se encontró tejido adiposo. En dos 

casos se hicieron cortes de intestino, y en un caso, corte de piel: 

uno da los 2 cortes de intestino :mostró necroais, e isquemia con 

bacterias; el corte de piel fue normal. 

El bazo de lo• ratona• que fueron sacrificado• alrededor de 20 dia• 

despu6a del trasplante, presentó la •i•m.a iaa.gen biatológica: 

hipoplasia espl•nlca. La. arquitectura del bazo ae perdió totalmente 

debido a la presencia de un infiltrado de magnitud variable 
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constituido por células linfoides grandes de nllcleo con contornos 

irregulares, croaatina extendida y nucléolo prominente. Dichas células 

borran por completo a la pulpa blanca y también a la pulpa roja. Solo 

quedaron en ellas qrupos de lintocitoe peque1'os, macrófaqos con 

vacuolas que contienen piqmento hem6.tico, asi como muy escasos 

mcqacarloblastos y formas jóvenes de seria blanca. 

Loa ratones B6 - B6D2 que fueron sacrificados alrededor del dia so, 

mostraron una imagen histológica similar, pero con una hipoplasia 

espldnica mayor: se observaron bandas flbrdtlcas extensas con colapsos 

del parénquima esplénico, aanifastado por disminución del tejido 

esplénico y colapso de la c4psula, y no so observaron las células 

linfojdes grandes de la descripción anterior (Foto l y 2). 

86 - B6C/CB6. Un total da 10 ratones B6 .. B6C trasplantados con 

1. 5 x 108 CB fueron sacrificados 7, 13 o 20 dias después del 

trasplante de ce. Todos mostraron esplenomeqalia. El hiqado, el riñón 

y el timo no aostraron alteracionea aacroacópicas. Se hicieron cortes 

de hiqado, rit\ón y bazo de cinco de los 10 ratones, tra•plantados 13 

o 20 diaa antes con ce. El biqado y el rit\ón presentaron una imaqen 

normal. La iaagen hiatolóqica que presentó el bazo a los 13 y 20 dias 

es indistinguible de la que presentó el bazo de los ratones 86 .. 8602 

a lo• 20 dias despu'• del. trasplante da CB: la arquitectura del bazo 

ae encuentra totalmente al tarada debido a la presencia de un ab~dante 

infiltrado constituido por clilulas linfoide• grandea da mlcleo con 

contornos irregulares, croaatina extendida y nucl4iolo prominente. 
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constituido por células linfoides grandes de mlcleo con contornos 

irrequlares, cromatina extendida y nucléolo prominente. Dichas células 

borran por comploto a la pulpa blanca y también a la pulpa roja. Solo 

quedaron en ellas grupos de linfocitos pequeños, m.acrófagos con 

vacuolas que contienen piqmento hem4tico, asi como muy escasos 

mcqacarioblastos y formas jóvenes de serie blanca. 

Los ratones 86 ... 8602 que fueron sacrificados alrededor del dia so, 

mostraron una imagen histológica similar, pero con una hipoplasia 

esplénica mayor: se observaron bandas fibróticas extensas con colapsos 

del parénquima esplénico, manifestado por disminución del tejido 

esplénico y colapso de la cApsula, y no se observaron las células 

linfoides grandes de la descripción anterior (Foto 1 y 2). 

B6 • B6C/CB6. Un total da 10 ratones B6 .. B6C trasplantados con 

1.5 x 108 ca fueron sacrificad0s 7, 13 o 20 dias después del 

trasplante de ce. Todos mostraron esplenomegalia. El higado, el rii\ón 

y el timo no aostraron alteraciones aacro•cópicaa. Se hicieron cortes 

de bigado, rit\ón y bazo de cinco de los 10 ratones, traap1antados 13 

o 20 diaa antes con CD. El hi9ado y el rit\ón presentaron una imagen 

normal. La imagen histológica que preaentó el bazo a loa 13 y 20 diaa 

es indistinguible de la que presentó el bazo de los ratones B6 .. B6D2 

a loa 20 diaa despu•• del trasplante de ca: la arquitectura del bazo 

ae encuentra totalmente alterada debido a la presencia de un abtll1dante 

infiltrado constituido por c•lulas linfoide• grandes de n1lcleo con 

contornos irregulares, croaatina extendida y nucl4iolo proainante. 
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Dichas c6lulaa borran por completo a la pulpa blanca y tambi6n a la 

pulpa roja (Foto 3). 

Se hicieron necrop•ia• de 6 ratone• B6 - 86C trasplantados con 

2 x 108 CB 100 diaa antes. Mo •• observó ninqu.na al te ración, a 

excepción del bazo. Este presentó alqo de hipoplaaia, con nódulos 

lintoides difusos, mientras qua loa controles no trasplantados de la 

misma edad moatraron una iaagen histológica normal (FOTOS). 

An.6.li•i• da la Kédula o.ea.-

1) Para estudiar el efecto del trasplante de CB sobre la Mo, se hizo 

un conteo da la 110 extraida de un fémur y una tibia de i) ratones B6 

- 8602, 14 dias despu•a del trasPlante de .... 5 x ioB CB, y de 11) 

ratones B6 - B6C, 7, 13-14 y 20 dias después del trasplante de l(l.5 x 

108 CB. 

2) Para verificar lo observado con la cuenta da células de KO, aa hizo 

un estudio hiatológico de hueso (fémur), W\lca•ente de los ratones B6 

.. 8602 y 86 .. B6C aacrificados 14 dia• deaput\a del tra•plante de CB. 

3) Para determinar la capacidad de reconatitución que posee la MO de 

los ratone8 86 .. 86D2 y 86 • a&c, •e utilia6 el enaayo de Unidadea 

Formadora. de COloniH en baso (lll'C-b). C6lulaa da 110 extraida de i) 

los ratone• 86 • B6D2, en el dia 14, y da 11) loa ratone• 86 • B6C, en· 
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1os dias 7, 13-14 y 20, fue traaplantada a ratones sinqénlcos 

irradiados. 12 diaa después del trasplante de MO, loa ratones 8602 y 

B6C irradiados y trasplantados con células de MO fueron sacrificados 

para hacer un conteo macroscópico de las colonias esplénicas y un 

estudio histolóq leo de 1as mismas (Esqueaa 2) • 

~· 1) En la Tabla 4 se muestra el n\lmero de células de MO 

que fue extra.ida por cada ratón, por un féiour y una tibia en los dias 

indicados. La cantidad de células extraidas es m.uy varlabl.e: de los 

ratones B6C control so obtuvieron entre 

70 y 165 x 105 células (en promedio. 90 x io5 células), y de l.os 

ratones B6 .. B6C se obtuvieron entre 15 y 140 x 105 células (en 

promedio 79. 6 x 105 células). No se aprecia una disminución 

significativa en la celularldad do la MO de los ratones B6 • B6C. 

2) Se hicieron cortes de hucao de dos ratones B6 • B6C trasplanta.dos 

con 1.5 x 108 CB 14 die.a antes, y que presentaban pancitopenia 

moderada, y de ·un ratón B6C control. 

En la MO de un animal control (ratón B6C de la misma edad), existe 

aproximadamente una proporción del 5t al lOt de tejido adipoao, de 

manera que del eo' al 90' corresponde a precursores de •erie blanca, 

roja y plaquetaria, asi como a formas .aduras. Los vasos sinusoidales 

son de dificil definición dada la nuaero•a proporción de c•lulaa 

precursoras de la sangre. La epifisia, la aet.6fiais y la di&fisis 
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muestran la aiaaa. celularidad, con eacaao tejido adiposa. La MO do loa 

ratones B6 - B6C aueatra una iaaqen hiatológica normal (Foto 4). 

3) En la tabla 5 •• muestra el nW..ro de arc-b obtenidas del. 

trasplante de c•lula• de MO de loa ratones B6 - B6C do la Tabla J a 

ratone• B6C irradiados. Sólo se muestran loa resultados del. trasplante 

de MO de ratones B6 - B6C, trasplantad.os 7 y 14 dias antes con cólulas 

de bazo1 loa resultados de loa diaa 13 y 20 fueron similares. sobre la 

superficie de los bazos se observaron colonias de tres diferentes 

tamat.oa, que fueron claaiticadaa como grandes, .. dianas o chicaa. No 

so observó diferencia alquna entre el ml.mero de colonias obtenidas de 

loa ratones control trasplantados con KO de aniaales B6 .. B6C y del 

obtenido de loa ratones trasplantado• con MO de animales B6C normales. 

En alquno• casos, los ratones B6C irradiados que no recibieron 

tra•plante de MO preaentaron alc¡unaa colonias en el bazo. 

Las colonias obtenidas de los ratones B6C trasplantados con células de 

MO d• 86 .. B6C y de 86C normal mostraron la ai•aa imagen histológica 

(Poto 5). La estructura arquitectónica del bazo se encuentra 

parcial•ente conservadar existen g:rande• nódulos constituidos por 

linfocito•, linfoblaato•, macróf'aqoa con pigmentos hemático•, 

precursores y toraaa a.adura• de aerie blanca y roja, hay tAJlbi6n 

ma9acarioblaato11 y •egacarlocitos. Alrededor da loa nódulos existe 

pulpa roja y tejido ribroconectivo con abundante• -crófa90• qua 

contienen hamoaiderina en el citoplaaaa. LO• balo. de loa ratones 96C 
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control irradiados no trasplantados muestran hipoplaaia debido a una 

extenaa depleción d• la pulpa blanca. 

B6 .. B6Q2. 1) A dit'erencla de los ratonas 86 - B6C, los ratones 

B6 - B6D2 mostraron una disminución notable en la celularidad de la KO 

extraída 14 dias después del trasplante de CB (ver Tabla 4) • La 

cantidad de c•lulaa oxtraidas de los ratonas 86 .. 8602 vario entre 6. 5 

y o. 7 x ioS células por ratón, por un té.mur y una tibia (en promedio 

4 x 105 c6lulas), •ientraa que del control ae obtuvieron 130 x 105 

células. 

2) Se hicieron cortes da hueso de tres ratones B6 .. 8602 trasplantados 

con l. 5 x 108 células de bazo 1..\ dias antes, que presentaban 

pancitopenia, aunque aoderada, y da un aniaal control. 

La HO de un animal control (ratón 8602 de la aisaa edad), muestra 

bAsicamente la aiaas iaaqon histológica que la MO de un ratón B6C 

normal, con una· proporción del 5'. al 10\: da tejido adiposo, y del 80' 

al 90' de precursores de serie blanca, roja y plaquetaria, y formas 

maduras. Es importante señalar que en el hibrido 8602 la di6.fisis 

muestra aa.yor celularidad que la epifisia y la -Ufieia, y en •atas 

'11ti•a• dos exiate una aayor proporción de tejido adipoao. 

Zn caabio, la MO da lo• ratone• 86 ... B6D2 (Poto 6) aueatra una 

proporción entre tejido adiposo y tejido aieloide de aproximadamente 

del 65' al 70' a favor del primero. El tejido aieloida eat.6 
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constituido fundamentalmente por precuraorea da aarie blanca con 

alqunaa formas JIUtiduras y por precuraorea de serie roja. Sólo exiaten 

megacariocitoa ocasionales. El coaponante vascular sinusoidal es 

f'ocalaente proainente. Eato• cambio• aon f'undaaentalmente mas 

aparente• en la mat4f'iais y en la epif'i•i• del hueso. En la di4tiais 

la depoblación es menos aparente, con aproximadamente un eot de tejido 

mieloide. 

3) En el ensayo do UFC-b, los bazoa de los ratones B6D2 irradiados y 

trasplantados con ctilulas de MO de 8602 normal produjeron un nWnero de 

colonias similar al de los ratones B6C irradiados y trasplantados con 

células de MO de 86 - B6C o de B6C (ver Tabla 5), y muestran la misma 

imaqen hiatolóqica. En contraposición, las células de MO de los 

ratones 86 ... 8602 prácticamente no produjeron colonias en los bazos de 

loa raton•a 8602 irradiados (Poto 7). De hecho, ni el nllmero de 

colonias, ni la imagen histológica muestra diferencias entre los bazos 

da loa ratones 8602 irradiados y trasplantados con células de HO de 

ratones 86 .. B6D2, y los controles irradiados no trasplantados o 

irradiados e inyectado• con PBS (Foto 8)'. 
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Tab1a 4 
CONTEO DE CZWLAS DE 110 EM RATONES 86 - 8602 Y 86 - 86C 

DOHADOR CB: llECEPl'OR CD: 
MOx105 Sexo Edad lfOll Sexo Edad D1'CB 

B6C 

• 10 A • 7-8 7 95 • 10 B • 7-8 7 75 • 9 e • 7-8 7 90 - - ctl • 7-8 - 70 

• 10 D • 7-8 14 135 • 9 E • 7-8 14 85 - - ct2 • 7-8 - 165 

• 5,7 • 7 13 25 • 5,7 • 7 13 51 - - • 7 - 60 - - • 7 - 65 

• 5,7 • 7 20 140 

• 5,7 • 7 20 85 

• 5,7 • 7 20 15 - 5,7 • 7 - 90 

8602 

• 7-6 .. • 8-9 14 6.5 • 10 b • 8-9 14 0.7 • 9 e • 8-9 14 4.7 • - et • 8-9 - 130 

Ratones B6D2 y B6C fueron trasplantado• con ll(l.. 5 x 108 es de 
86 y sacrificado• en loa dia• indicados en la tabla: la MO de 
un fémur y una tibia de cada ratón t'ue extra.ida, y las células 
fueron contadas por el método de exclusión de azul tripa.no (la 
MO de estos ratonas fue utilizada para el experimento de la 
Tabla 5 - OONAOORES MO). DONADOR CD: Sexo, Edad - sexo y edad 

~e~º=~:~~~ ~8~o~~!d(~e~8T;:fa~~=oC::e:~· c:~x~~m~::; 
del receptor de la• ce, dias después del trasplante de ce en 
que fue •acrificado, y No. de c6lulas de MO extra.idas/ratón/ 
fémur y tiba 1 (-) - ratones control sin trasplantar/ A, B, e, 
o, E, a, b y e - ratone• teatigor ctl, ct2 y et - ratones norma.les. 
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Tabla 5 
Ro. DB Ul'C-b llOR BAZO 1111 llATOMJl8 B6C Y 8602 

DOllADOR llO: IU!Cl!PTOR llO: Ro. da Ul'C-b 
ROll l11'CB a-o Bdad gde - ch 

B6C 

A 7 • 6 7 - -
A 7 • 6 9 - 2 
B 7 • 6 8 - 3 
B 7 • 6 2 - 5 
e 7 • .6 6 - 8 
e 7 • 6 - 4 -
? 7 • 6 9 - 6 
etl 7 • 6 7 - 2 
etl 7 • 6 l 5 -- - • 6 - - -- - • 6 - - l - - • 6 - - 2 - - • 6 l - 4 - - • 6 - - -
D l4 • 7 5 - 3 
D 14 • 7 6 - 2 
E 14 • 7 5 - 7 
E l4 • 7 9 - 3 
et2 14 • 7 9 - l 
et2 14 • 7 6 - 3 - - • 7 l - o 

B6D2 

a 14 • 8 - l l 
a 14 • 8 - - -
e 14 • 8 - - -
e 14 • 8 - - l 
b l4 • 8 - 3 9 
et 14 • 8 5 6 -
et 14 • 8 6 5 4 - - • 8 - - -

PBS - • 8 - 1 3 

Ratone• B6C o 8602 fueron irradiado• y trasplantados con c•lulas de 
MO de loa ratone• 86 .. B6C o 86 - 8602, re•pactiva11ente, de la 
Tabla 4. 12 diaa deapu•• loa ratonea fueron •acrificaclos, el bazo 
fue extra.ido y fijado aolucidn de louin1 la• colonia• espl4'nicas 
fueron contada• y claalficad.aa por t ... f\oa. DOll&DOR m: •oa, DTCB 
- ver Tabla 4, RECEPl'OR ca: Nom, y DTCB; RBCBP'l'OR JIO: 88J[C), Bdacl, 
No. da OYC-a: aexo y edad del receptor de llO, y Ko. de colonia• 
espl•nicaa grandea, mediana• o chicas (C)de, 9Dd, cb) 1 PBS - ratonas 
inyectado• con PBS1 (-) - ratone• control lrracSiados ain 
trasplantar 1 o auaencia de colonia•. 
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DISCUSION Y CONCIDSIOH 

En general, •• procuró utiliaar un minimo de tres ratones por 

experimento. Desatortunadamente, no siempre tue posible contar con el 

ml11ero de aniiaales deseado. En alqu.noa casos, en loa grupos B6C y CB6 

sólo se utilizaron 1 ó 2 ratones por experimento. Los resultados 

obtenidos do estos qrupos no pueden ser considerados como 

representativos, pero fueron incluidos porque proporcionan información 

útil al sor comparados con los dem4s grupos. 

Como se observó en los resultados de sobrevida, peso y valores 

hemáticos, utilizando diferentes dosis de trasplante de CB, los 

ratones 86 - 8602 desarrollaron las caracteristicas de la en:rermedad 

de ICH con un porcentaje bajo de eficiencia · (lOt), y a tiempos muy 

variables. En cambio, los ratones 96 -81SC/CB6 11dlo desarrollaron 

citopenias no letales (alln utilizando dosis de trasplante 3 veces 

mayores), pero con una ef'iciencia del lOOt, y de manera sincrónica. 

Esto indica que los raton~o 86 .. BISC/CB6 son •4• resistentes a la 

reacción de ICH que los 96 .. 8602. Por otra parte, si •• comparan los 

resutados de 1011 ratones 86 .. B6C con loa de 86 ... CB6 se observa que 

los primeros son J14• resiatontes a la reacción de ICH que loa saqundos 

(inclusive el trasplante de 3.9 x 107 CB produjo pancitopenia en un 

ratón CB6) • Por lo tanto, tanto diterencias en antiqenos no 

relacionados con •l CPH, como la dirección de la cruza pueden 

•oditicar la aensibilidad del h1brido Pl a eata reacción. 
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La variabilidad en respuesta que presenta el hibrido D602 ante el 

trasplante de ce no parece ser el resultado de errores técnicos. tsta 

mAs bien podria deberse a la presencia de un grado mayor de 

heterocigocldad en la cepa OBA/2, que en las cepas C57BL/6 y BALB/c. 

Esto explicaria porqué sólo un porcentaje bajo de los ratones 

desarrollan la enfermedad de ICH (en la literatura no se especifica si 

el trasplante de 9 x 107 CB de B6 es suficiente para inducir 

enfermedad de ICH en el 100' de los ratones 8602). 

En todos los hibridos, los leucocitos fueron la población más 

sensible a la reacción de ICH, mientras que la de las plaquetas fue la 

m6.s resistente. Los eritrocitos presentaron efectos intennedios, y 

presentaron la variación menor en los controles, por lo que parecen 

sor el monitor mas valioso en la reacción de ICH. 

En los grupos B6C Exp l-4 se aprecia como el grado de leucopenia y 

er1tropenia está directamente relacionado con la dosis de trasplante 

de CB en los hibridos B6C. Por otra parte, en los grupos Exp 3 de 

ratones B6 .. 8602 se utilizaron donadores y receptores de 11 a 16 

semanas, mientras que en los grupos Exp l y 2 se utilizaron ratones de 

7 a 9 semanas: el porcentaje de ratones B602 del Exp 3 que murió fue 

menor que en los grupos anteriores (datos no incluidos) . Al analizar 

la tabla 3 (Exp Sa y Sb, y Exp 6 y 8) tambien se observa que la edad 

de los donadores y receptores de CB en los ratones B6 - B6C/CB6 puede 

modificar los efectos de la reacción de ICH, de tal manera que el 

efecto en el peso y en los valores hemAticos es inayor a medida que los 
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receptores y loa- donadores son mas jóvenes, al menos entre 7 y 9 

semanas. Esto puede tener alguna relación con el estado funcional del 

sistema inmune del ratón joven, comparado con el ratón adulto, y tal 

vez sea m6.s significativo en la edad del ratón donador de CB. 

Los ratones B6 ... B602 y los B6 ... B6C/CB6 desarrollaron leucopenias y 

eritropenias de nivelca similares, sin embargo, los primeros 

desarrollaron eritropenias mucho t:1as aqudas que las que presentaron 

los segundos. La muerte en los ratones B6 .. B6D2 fue seguramente 

causada por infecciones. Por lo tanto, es posible que los sintomas de 

la enferinedad de ICH sólo se presenten cuando existe infección, que es 

propiciada por un estado caracterizado por una eritropenia aquda (por 

lo que los ratones B6 - B6C/CB6 no resultan infectados) 1 los ratones 

que no son infectados pueden recuperarse. 

El efecto de la reacción de ICH sobre el tejido linfoide y de 

origen hemopoiético también se apreció en el. bazo de ambos hibridos, 

aunque de manera distinta. Tres ratones B6 - B602 trasplantados con 

1.s x ioB ca, con pancitopenia moderada, fueron sacrificados 14 clias 

después del trasplante de CB: el bazo de estos ratones mostró 

csplenomegalia (no se hizo análisis histológico: datos no incluidos). 

Esto, aunado a los resultados obtenidos de los cortes de tejido 

indican que inicialmente se produce una esplenomegalia en ambos 

hibrios (evidencia en 39) probablemente, como resultado de la 

activación y proliferación de los linfocitos T trasplantados 

(evidencia en 63 y 40). Estos linfocitos T activados pueden ser 
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responsables del daño ocasionado al tejido linfoide y hemopoiético del 

bazo. De hecho, las células linfoides grandes que infiltraron el bazo 

podrian ser las CB trasplantadas, en proceso de activación y/o 

destrucción de tejido, responsables de la reacción de .ICH (valdria la 

pena averiquar el fcnótipo ( Lyt-2+0 L3T4+) de estas c~Hulas con 

técnicas de inmunohietoquimica) • 

Sin embargo, los ratones 86 ... B6C/CB6 conservan la capacidad de 

recuperar el tejido linfoide y hemopoiótico del bazo, y tal vez hasta 

de montar una respuesta en contra de las células trasplantadas 

(fenómeno de resistencia hibrida: ver siguiente p6.rrafo), mientras que 

los ratones 86 - B6D2 no pueden hacerlo. Una vez que la reacción de 

ICH ha cedido (sec;Jlln suc¡iore el hecho de que desaparezcan las células 

linfoides grandes), los ratones 86 .. 86C/C86 recuperan en gran medida 

la población celular y la estructura del bazo (100 diaa después del 

trasplante de ce, o antes) mientras que los ratones 86 .. 8602 no 

muestran recuperación dol tejido linfoide, normalmente son infectados 

y mueren. 

Se mencionó en la introducción e1 fenómeno de resistencia 

hibrida: los ratones de haplotipo H-2b x H-2d son capacea de rechazar 

tejido normal o tumoral de origen H-2b. Esto se debe a un fenómeno de 

exclusión al•lica de ciertos det•r.lnantea codit'icadoa en la región H-

2"b, que ocurre cuando estA presente la r•CJión H-2d. El fenómeno de 

resistencia hibrida debe presentarse en ambas combinaciones de P .. Pl 

utilizadaa en este trabajo: las células parentales utilizadas para el 
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trasplante son H-2b en ambos casos, y ambos hibridoa son H-2b x H-2d. 

Por lo tanto, es poco probable que las diferentes susceptibilidades a 

la reacción de ICH observadas entre ambos hibridos sean el resultado 

directo del fenómeno de resiatencla h1brida. Sin embargo, también es 

posible que, una vez iniciada la reacción de ICH, los ratones 96 • 

8602 no puedan presentar resistencia h1brlda, mientras que los B6 • 

B6C/CB6 si puedan hacerlo por no encontrarse tan inmunodeflcientes 

como los primeros. Ente inclusive podria ayudar a que la reacción de 

ICH so resolviera con mayor rapidez en los ratones B6 • B6C/CB6. 

Los efectos producidos en sangre periférica y en el bazo pueden 

deberse a una destrucción celular en sangre periférica y/o en el bazo, 

pero también pueden deberse a una destrucción celular que ocurriese 

directamente en la MO, y en el timo. 

Como se mencionó en los reaul tadoa, el timo en los ratones 

B6 - B602 prácticamente desaparece, mientras que no se aprecian 

cambios on el timo do los ratones B6 - B6C/CB6. El daño en el timo es 

un efecto comll.n en la reacción de ICH aquda1 la apariencia histológica 

del timo es indistinguible de una displasia timica, como la que ocurre 

en una inmunodeficiencia colllbinada severa (64). 

se decidió averiguar, entonces, que es lo que sucede en la MO de estos 

hibridos durante la reacción de 'ICH. Las cuantas de células extraidas 

de la MO, y sobre todo, los cortes de fémur indican que la reacción de 

ICK produce una depleción de tejido hemopoiético en la KD de los 
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ratonoa 86 .. BGD2, pero no (o en •enor gra.do) en la MO de los ratone¡¡ 

86 .. B6C/CJ36. curiosamente, le. depleción celular que ocu.rre en la MO 

da los hibridoa B~D2 parece ser mayo~ en la ep1tisis y 1a metáfisiu 

que en la d14tiaia. Puesto qu6 exista un4 mayor abundancia de tejido 

mieloi<S.e en 1.a diAfisis, que en la ep1fisis y metátiais de estos 

h1bridos, ea probable que el daño sea aiJ1:1.ilat" en todas las l:."e9iones, 

pe~o resulte m6.& evidente en la. ep1tiaia y la m'?tAfiais~ No fue 

poaible identitlc.:ar una población de cé.lulas linfoides grandes~ 

siinilar a la que intiltt"a al bazo, en la MO da los ratonen con 

reGcción de XCH pueoto que éata presenta un~ variedad de células en 

diferontea estadios de diferenciación. 

La depleción c::elular que ae p~esen.ta en la MO y sequramente también ~n 

el timo (as1 como lA que se prf'tsenta en sangre perifE:rlc<:l y en &l 

bazo) ocurre s.ólo en los ratones B6 - 861)2 a pesar de que atnb()a 

hibridos comparten haplotlpo. Es posible que el tejido medular de 

a111bos hibridos resulte dat\ado, pero •ientra• que los ratones 86 ... 8602 

no son capac«!s de r.:.qenerar la MO, los 86 ... B6C/CB6 J::"eapondcn y se 

recuperan de inmediato (de manere •i111ilar a lo que ocurre en el bazo) • 

Se observó que •l daAo que ocurJ::'e en •1 balo dQ loa ratones 

86 - 8602 parece ceder cuando aenoa alrededor de loa so d1as después 

del t;.raaplante de ca (en le• coJ:tes de bazo desaparee• el infiltra.do 

de células lintoldes qrandea). Esto euqlere que la reacción de I:CH ha 



79 

ESTA 
SALIR 

TE.SIS 
DE LA 

NO nrnE 
Bl3UOTECA 

ratones B6 - 8602, pero no (o en menor grado) en la MO de los ratones 

86 - B6C/CB6. curiosamente, la depleción celular que ocurre en la HO 

de los hibridos B6D2 parece ser mayor en la epiflsis y la metáfisis 

que en la d1Afisis. PUesto que existe una mayor abundancia de tejido 

mieloide en la diáfisis, que en la epifisis y metAtisis de estos 

hibridos, es probable que el daño sea similar en todas las regiones, 

pero resulte mAs evidente en la epifisis y la metáfisia. No fue 

posible identificar una población de células linfoides grandes, 

similar a la que infiltra el bazo, en la KO do los ratones con 

reacción de ICH puesto que ésta presenta una variedad do células en 

diferentes estadios de diferenciación. 

La depleción celular que se presenta en la MO y sequramente también en 

el timo (aai como la que se presenta en sangre periférica y en el 

bazo) ocurre sólo en los ratones 86 - 8602 a pesar de que ambos 

hibridos comparten haplotipo. Es posible que el tejido medular de 

ambos hibridos resulta daftado, pero aientraa que los ratones 86 - B6D2 

no son capaces de regenerar la MO, loa 86 - B6C/CB6 responden y se 

recuperan de inmediato (de manera similar a lo que ocurre en el bazo) • 

Se observó que •l dafto que ocurra en el ba.:r:o da 1011 ratones 

B6 - 8602 parece ceder cuando •enos alrededor de los so dias después 

del trasplante de C8 (en los corte• da bazo deaaparece el infiltrado 

da células linfoides grandes). Esto augiera que la reacción de ICH ha 
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flnali:z.ado. Sin embargo, aunque ésto suceda (si es que sucede), los 

ratoneo B6 - B602 no son capaces de recuperarse. 

Estas dos últimas observaciones auqleron que la capacidad regenera ti va 

de la MO restante de los ratones B6 • 8602 puede encontrarse alterada. 

Debido a esto se decidió estudiar la capacidad regenerativa de la HO 

de loo ratones 86 ... 8602, utilizando el ensayo de UFC-b. 

El trasplante do células de HO da lugar a colonias clonales de células 

mieloide-eritroides en el bazo (UFC-b): en teoria una célula da lugar 

a una colonia. En un principio se consideraba que la población celular 

que podia generar UFC-b y las célula.o madres totipotenciales de la HO 

eran la misma población. Hay evidencia reciente indica que sólo las 

colonias tardias (del dia 12) se correlacionan con la verdadera 

actividad de células totipotonciales (65, 66): la evolución temporal de 

las colonias esplénicas puede indicar el nivel de maduración de aus 

células progenitoras, de tal manera que se piensa que las células de 

MO que generan colonias esplénicas a los 8 dias ya están comprometidas 

con una linea da diferenciación determinada, mientras que las células 

que generan colonias sólo después de los 12 dias tienen las 

caracteristicas de células progenitoras totipotenciales no 

comprometidas. 

Estos estudios indican que las colonias esplénicas que se observan el 

dia 12, se originan a partir de células progenitoras totipotenciales 

y a partir de ctUulaa progenitoras más comprometidas hacia la linea 

eritroide-mieloide. A.si es que el ensayo de UFC-b no sirve para 
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cuantificar la proporción de célulaa progenitoras totipotencialea en 

la MO, pero se puede utilizar para estudiar la capacidad regenerativa 

de la misma. 

Los resulta.dos obtenidos de los ensayos de UFC-b indicaron que 

mientras que las células de MO de los ratones 86 .. B6C (de 7, 13 y 20 

di as) , B6C y 8602 poseen la misma capacidad para formar colonias 

esplénica.a, las células de MO de los 86 ... 8602 (de 20 dias) la han 

perdido, o disminuido lo suficiente para no ser detectadas bajo las 

condiciones experimentales utilizadas. La HO de los ratones 86 .. CB6 

no fue explorada, pero seguramente ocurre lo mismo que en el caso de 

86 ~ B6C. 

Es importante sei\.alar que aunque los ratones 86 - 8602 presentaron una 

celularidad disminuida de la MO, se trasplantó una dosis de MO 

equivalente en todos los hibridoe. Por lo tanto, la perdida o 

disminución de UFC-b puede interpretarse de dos maneras: como una 

depleción especifica (o proporcionalmente mayor) de las células 

progenitoras que dan lugar a las colonias esplénica.11, o como una 

pérdida o supresión (generalizada o también especifica.) de la 

capacidad regenarativa de las células de MO • 

Para realizar los ensayos de UFC-b •• utilizaron 1011 ratones 

86 - 8602 y 86 - 86C/CB6 que presentaron las citopenias JU.a evidentes 

en sus valorea hemAtico11, pero 1011 86 - 8602 atln no preaentaban 



82 

pancitopenia aguda, ni pérdida de peso. Ea lógico suponer que los 

efectos en la MO deben ser mAs evidentes en loa ratones B6 ... B6D2 que 

presentan pancitopenia aquda y el resto de los sintomas 

caracteriatlcos. 

Los resultados obtenidos con los ratones B6 ... 8602 coinciden con lo 

observado en otros trabajos recientes. En la reacción de ICH aguda 

inducida a través de diferencias en laa moléculas del CPH se produce 

una disminución en la capacidad prol iterativa de la MO (medida en 

ensayos de UFC-b o en ensayos de incorporación de s-iodo-2' -

desoxiuridina) de los ratones con reacción de ICH; este t'enómeno 

también va acompañado de una disminución del 50' en el nWnero de 

c4lulas de MO extra.idas de fémur y tibia. Ambas disminuciones se 

detectan desde los 22 d1as y a\.\n se observan 66 d.ias después del 

trasplante de CB [DTCB] (64, 67). AdemAB, el grado de reducción en el 

n\.\nlero de CFU-s depande de la dosis de células de bazo trasplantadas, 

y sólo ocurre cuando existe disparidad tanto en las moléculas de clase 

I como de Clase II, entre el padre y el hibrido. En el caso de los 

ratones B6 ... B602 presentados en este trabajo, la disminución de 

células de MO es mucho mayor al 50\. 

La disminución en la capacidad prolitorativa ••t6. asociada a defectos 

en la producción y en la función de loa linfocitos e, y en la 

producción do linfocitos T citotóxicos que reconocen antigenos propios 

asociados a TNP, y aloantigenoa (64, 67). 
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Por lo tanto, y en conclusión, la reacción de :I.CH produce da1'o en 

tejido linfoide y he•opoiético. Eate d.at\o puede obaervarae (cuando 

menos) en aanqre perlt•rlca, en el bazo, en el tillo y en la KO. El 

dafto en el bazo puede ser parcialaent• reaponsabl• de las citopenias 

observadas en sangre periférica. Pero lo que determina el proceso de 

una enfermedad de ICH aguda y letal, ea lo que ocurre en la MO (y 

probablemente también en el timo). Si la MO resulta depletada, y su 

función proliferativa alterada, loa ratones con reacción de ICH no 

pueden reponerse a la depleclón de tejido linfoide y hemopolético, y 

no pueden reatabecer sus funciones inmunes. En cambio, si la MO no 

resulta afectada, los ratones pueden reponerse y restablecer sus 

funciones inaunolóqicas. Nuestros resultados indican que la 

recuperación puede suceder independientemente de la magnitud de la 

reacción de ICH aquda (inclusive cuando ésta ocurre a través de 

diferencia• en todo •l CPH) , y de loa efectos que ésta tenqa en el 

bazo y en sangre periférica (recordemos que en 86 .. B602 y en B6 -

B6C/CB6 las leucopenias, plaquetopeniaa y esplenomegalia alcanzan 

nivelas comparables): el requisito indispensable, ea que la MO no 

resulte afectada (cuando menos de manera aigniticativa), y que los 

ratones no aean infectados. La disminución en la capacidad 

proliferativa de la• célula• d• MO estA asociada con la depleción de 

tejido heaopoi4:tico. No aabeaoa ai ambos atactoa tienen la alama 

causa, o son el resultado de procesos distintos. 
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La pregunta obvia es: ¿Qué determina que la MO de los ratones 

B6 .. 8602 sea eenaible a la reacción de ICH aquda, mientras que la de 

los rotone11 56 - B6C/ CB6 no? La observac16n popular •• que el daño 

esta dirigido principalmente contra el tejido de origen hemopoiético 

en general (incluyendo el derivado del timo). 

Hay datos que apoyan la teoria de que el dar'\o causado en la reacción 

de ICH aquda (al menos durante los primeros dias después del 

trasplante de linfocitos) es causado directamente por células: 

linfocitos T citotóxicos/supresores que reconocen moléculas del CPH 

del haplotipo no conocido por las células del padre, en las 

combinaciones P .. Fl, que pueden suprimir especificamente la 

proliforaclón de células de MO Fl in vivo (63, 67), y no por !actores 

solubles como linfocinas (la reacción de ICH produce alteraciones en 

los patrones de secreción de varias linfocinaa). 

El hecho 1:1.ismo de que la KO de los ratones 86 - B602, pero no la de B6 

- B6C/CB6, resulte dañada refleja que el efecto en la HO difícilmente 

puede ser causado por factores solubles, y 116.a bien se trata de un 

proceso especifico (de lo contrario habria que postular que la MO de 

los ratones B6 - B6C/CB6 es menos sensible a estos factores solubles 

que la MO de loa 86 - B6D2, y esto resulta poco probable). 

PUesto que la reacción de ICH puede estar restrinqida por diferencias 

exclusivamente en las moléculas del CPH, y existen datos que indican 

que el tejido de origen hemopoiético ea •l tejido que expresa con 

1:1.ayor abundacia aoléculaa del CPH (principalmente de clase I) aobre au 
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superficie, se ha propuesto que •ste ea el motivo por al cual el daño 

est4 dirigido da aanera especifica (o cuando menos en mayor 

proporción) contra todo_ el tejido de origen hemopolético. Entonces, se 

puede postular que el tejido de la MO, ea decir, el tejido 

hemopoiético mas indiferenciado, de los ratones B6C/CB6 expresa en su 

superficie una menor densidad de moléculas del CPH, que el de los 

ratones 8602. 

Existe un posibilidad a\ln más atractiva. La reacción de I:CH aquda 

tambien puede estar restringida por antiqenos menores presentados en 

el contexto de moldculas del CPH. Por lo tanto, es posible que la 

reacción de ICH en la MO de los ratones 8602 estt6 restringida por 

f'raqmentos de antigeno(s) menores que no eat6.n presentes en la MO de 

1os ratones B6C/CB6, y qua puedan estar presentado• en al contexto de 

moléculas del CPH de haplotipo H-2d o H-2b. Esto no excluye la 

posibilidad de que este antígeno o antígenos también pudieran 

expresarse en el tejido de origen hemopoiético maduro (el que se aloja 

en los órganos· lintoldea secundarios) de ambo• híbridos, y también 

restringiera la reacción de ICH en esto• tejidos. Resultaría 

interesante explorar esta posibilidad, utilizando ratones BALB/c • 

BALB/c x DBA/2, para ver si los BALB/c pueden reconocer este antiqeno 

o antígenos que sólo eat4n presentes en el rondo genético de DJ¡lA/2. 

Finalaente, hay.datos que indican que el dafto causado en el timo 

de ratones por irradiación, entermedad de ICH aquda, y la 

administración de cicloaporina A puede producir una reducción en la 
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ellalnación de lint'ocitoa T autorreactlvo• y en la produccidn de 

llntocitoa T requlatorloa; el aisao daAo experimental causado en el 

tlJDO por irradiación y /o clclosporina A produce enfermedad de ICH 

crónica ( 68) • Esto nos habla de la 1-portancia da un tia.o sano para la 

recuperación de la rea ce: ion de ICH aquda: una conaecuencia co11uln en la 

enteraedad de ICH, ea la proqresidn hacia una enfermedad crónica., 

debido a un deabalance entre lo• i·tnt'ocltos T autorreactivos, y los 

linfocitos T requladores correspondientes, y se propone que esto se 

oriqina por una falta de selección en el timo. Ninguno de los ratones 

B6 - B6C/CB6 mostró caracteristlcas de una enfermedad crónica, 

posterior a las citopenias. Esto auqiere que, al igual que la HO, el 

timo de estos ratones tampoco sufrió daftoa. 
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cultivo Mixto de Linfocitos 
CPH en hwaa.nos 
CPH en el ratón 
Injerto contra Hospedero 
Interferón gamma · 
Interleucina 2 
Interlouclna 4 
Interleucina 5 
linfocitos grandes granulares 
linfocitos T citotóxicos 
Receptor da C41ula T 
tiempo aedio de aobrevida 
Factor de Necrosis Tumoral 
ratones B irradiados y trasplantados con CB de A. 
ratones hibridos Fl irradiados y trasplantados con CB 
de uno de los padrea. 

ratones hibrldos Pl trasplantados con CB de uno de los 
padres. 
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Gráfica 1. La gráfica muestra las curvas de sobrevida de los ratones 
86 6602 de los grupos 8602 Exp la, lb, le, 2a y 2b 
(ver Tabla 1). 

80 

80 

40 

20 

B6C y CB6 exp 1-9 
Sobrevida 

o-l-~~~~~~~-..~~~~...--~--.-~-.~--, 

o 102030405080 70 80 80 
di as post trasplante 

-1., t -+- .. , l,a y 4 -- bp la. Ob y Bo -- lllP 1, T, 1 Y 1 

orifica 2. La crár1ca aueatra las curvas de sobrevida de los ratones 
86 86C/CB6 de loa arupoa B6C/CB6 Exp 1. 2. 3 f 4 1 Sa 1 Sb. Se. 6 1 7 • 
9 Y 9 (ver Tabla 2). Los experimentos finalizaron el día en que 
aprece por tiltima vez el •arcador de línea. 
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fica 3. El trasplante de ce produjo una disminución variable en 
cantidad y en el tiempo, del peso de los híbridos Só02. La cr~fica 
muestra la cinética del peso de dos ratones 86 .._ 8602 del crupo 8602 
Exp 3b, y el promedio de los cuatro ratones del Exp 3d. Uno de los 
dos ratones murio" alrededor del día 30. y el otro ae recupero". 
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Gráficas 4, 5 y 6. El trasplante de CB produjo una disminución 
aincro'nica en el peso de los híbridos 86C y CB&. Las Gráficas 4. 
S v 6 mue•tran la cinEÍti.ca del promedio de los pesos de los animales 
de los srupo11 B6C Exp 1, 2, 3 y 4, de 1011 srupoa a&c Exp Sa, Sb, Se 
y de loa srupos CB6 Exp 6, 7, a y 9, respectivamente. sólo ae 
promedio" al peso de los ratones que presentaron disminución de peso: 
en la Gráfica S, Exp Sb, 11010 se sraf'ico" el peso de uno de dos 
ratones: en la ora'fica 6, Exp 8, sólo se promedio' el peso de 3 
ratones de un crupo de 4; en el resto de las gráf~cas se promedió 
el peso de todos los ratones del arupo. 
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Gráficas 7a. ?by ?c. El trasplante de CB produjo una pancitopenia 
variable en el tiempo y en la gravedad, en los híbridos 8602. En las 
Gráficas a, b y e se muestran las cinéticas de las cuentas de 
leucocitos, eritrocitos y plaquetas, respectivamente, de sangre 
periférica de los dos ratones referidos en la Oráfica 3, y las 
cinéticas del promedio de los cuatro ratones del grupo control 3d. 
Cuando los ratones se encontraron .•UY disminuidos de peso y con 
anemia aguda no fue posible obtener muestra de sancre. 
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Gráficas e. 9 y 10. En las Gráficas a. 9 y 10 se muestran s1aul­
~ánea11en't.e las cinéticas del peso y de los valores hemáticoa del 
ratoh 1 y del ratón 2 del grupo 9602 Exp 3b. y del promedio de loa 
cuatro ratones del 1:rupo con't.rol Exp 3b, respectivanente. 
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Gráficas 11a, llb y lle. JU trasplante de ce produjo citopeniaa 
sincronicas, y proporcionales a la dosis de trasplante en los crupos 
de ratones B6C Exp 1, 2, 3 y 4. En las Gráficas a, b y e se muestran 
las cinéticas de los promedios de lea cuentas de leucoei toa, 
eritrocitos y•plaquetas. respec'tivamente, de todos loa animales de 
cada uno de estos grupos. 
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Gráficas 12a, 12b y 12c. El trasplante de CB produjo citopenia.a 
aincrónicas. y dependientes de la edad de los' donadores de ca en los 
grupos de ratones S6C EKp Sa, Sb y Se. En las OrS'f'1cas a. b y e se 
.mueatre.n las cin(!iticas de los promedios de las cuentas de 
leucocitos, eritrocitos y plaquetas, respectivamente, de todos loa 
animales de ca.da uno de estos grupos. 
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aráC1cas 1'.la. 13b y 13c. El trasplante de CB produjo citopenias 
sincrónicas en los erupoa de ratones CB6 Exp 6, 7, e y 9. En las 
araficas a, b y e se muestran las cinéticas de los promedios de las 
cuentas de leucocitos, eritrocitos y plaquetas, respectivamente, de 
todos los anime les de cada uno de estos grupos. 
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Gráficas 14. 15 y 16. En las Gráficas 14, 15 y 16 se muestran 
aiaultáneamente las ci.nétieaa de los promedios del peso y de los 
valorea heaátJ.cos de loe srupoa CB6 Exp 6. B6C Exp Sa y del srupos 
control CB6 Exp 9, respectivamente. 



Foto l) En la foto se muesr.ra el ba:.:o dt: un r"'1t~·r1 (1(,,: n-:-1-mc:tl. l.D 
imagen es muv similar a la de los rat.or1e-s 66l•..".: nor:i .. 11e~ 1 aumenrc· 
"'OX>. 

foto ~) En la foto se muestra el bazo de un ratOn 86 ~ D6D2 que 
desarrollo los síntomas caract~r{sticoe de la enfermedad de ICH, 
v que fue sacrificado a los 66 días despu~s del trasplante de CB 
(aumento 40X l . 



Foto J 1 En la fOt<:J se muest.ra el bazo de un ratón Bb ... B6C que 
fue sacrificado los l.'."!I di.as despué:s dE:l trasplante de CB 
<aumento i.011'. i • 

Foto 4) En la foto se muestra la e¡:.ifisis del fé:mur de un rat.C.n 
BbD2 normal. J.a imagen hist.c•lóg1ca de les ratones 86C normales y 
la de los 86 ..., BbC a los 14 d1 as después del trasplante de CB son 
practicament.e i.ndiet.inguibl~s de eet.a imagen f aumento 40X 1. 



Foto 5) En la foto se muestrc1 la epífisis del f~mur d·.= 1u, rc1t:.!•n 
86 ., 8602 que fue s.:.crif1cado a los l'- dias despué& d-=l tra.s­
plante de CB í aumento 4úX J • 

Foto 6) En la foto se muestra una colonia espl~nica (UFC-b) en el 
bazo de un raton BGC que fue trasplantado con MO de ratones 
86 • B6C 12 diae antes (aumento 40X). 



Fot.o 7 1 En la t•)tO se mu•:?St.ran algunos d~ lc•s bazc-s cb'tenidos del 
'trasplant.e de H'-' dt! rótoncs 86 ..,. Bt'.JD2 t los cinco ba=os de ló 
part.e superic.r 1, lo~ contrvles positivos (MO de ratones 8602 
normales - lc.s dos primeros bñZc•s de la part.e inferior) V los 
con'trolcs negativos <ra'tones irradiados sin trasplantar - los 
tres ~l'timos t.a::os dG. la partt: inferiorl. 

Foto 0) En la fot.o se muea'tra el bazo de un rat~·n 6602 qua fue 
t.rasplantado con HC1 de ratonE:s BO + 8602 12 dias antes. La imagen 
es prac-c.icam-.=nte indistinguible de la de un ra't<!·n B6D2 o ac .. .:: 
irradiado y sin trasplantar 1.:sument.::• .. ox1. 
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Esquema J) Ratones híbridos 8602 y 86C/CB6 f'ueron trasplantados 
con varias dosis de ca extraídas de ratones 86. 
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Esquema 2) Se extrajeron células de HO de ratones 86 ..., 8602 y 
Bb ... BóC (OVHl, trasplantados varios diaa antes con CB, y de 
ratones control no trasplantados (CONTROL} y se trasplantaron en 
ratones singénicos <B&t.12 o BbC respectivamente). 12 días deapues 
del trasplante. los ratones trasplantados con HO fueron 
•acrií1cado• y •1 ba:o fue ext.raido para determinar el número ds 
colonias eapleÍlic•• (UFC-b). 
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