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RESUMEN

Se wutilizaron ratas Wistar macho (Rattus nporvegicus) para
estudiar el efecto de la extirpacién de las vesiculas seminales
sobre la respuesta inmune primaria (IgM) para un antigeno
particulado Glébulos rojos de Carnero (GRC) y a un antigeno
soluble Ovoalbumina (OVA) en una respuesta secundaria (1gG). Las
ratas fuéron separadas por edades 6, 9 y 12 meses. La respuesta a
el antigeno particulado GRC se cuantificé por el método de Jernne
modificado por Cunningham en células esplénicas; y la respuesta a
el antigeno soluble (OVA) se cuantific6é por el método de Elisa,
midiendo el anticuerpo obtenido del suero hasta una dilucién de
1:14000. Los resultados mostraron que la vesiculotomia seminal
disminuye la respuesta primaria a un antigeno particulado (GRC) vy
secundaria a un antigeno soluble (OVA); ademas se comprobdé que la
edad influye en la calidad de la respuesta inmune (a mayor edad
menor respuesta) para el antigeno particulado, pero este cambio

no se demostré con la ovoalbumina.



INTRODUCCION

La evidencia acumulada establece que el sistema
neuroendoendocrino puede modificar las funciones inmunes,
demostrado através de diferentes trabajos experimentales, por
ejemplo al extirpar o lesionar alguna de 1las glandulas del
sistema neuroendocrino. Se provocan alteraciones en la
competencia inmunolégica del organismo (1,2,3,4). Asi mismo se
conocian cambios en el funcionamiento y organizacién del sistema
inmune y en la diferenciacién de las células T, B y macréfagos,
por cambios en las concentraciones hormonales (1,2,3,4,5).
Recientemente se observd la produccién de hormonas, neuropéptidos
y receptores hormonales por células del sistema inmune,
propiciandose asi las bases de estas interacciones, sugiriendo
por lo tanto la existencia de un control reciproco, donde el
sistema inmune también pueda modificar funciones neuroendocrinas

formandose asi un circuito bidireccional (1).

Los estroégenos y la testosterona son algunas de las hormonas
relacionadas con el funcioqaniento del sistema inmunocompetente,
las cuales pueden modular, suprimir o estimular la actividad de
la respuesta inmune. Se ha comprobado, que el balance hormonal
influye en la actividad de linfocitos B, linfocitos T y células
asesinas naturales (NK) de hembras y machos de raté4n. Evidencias
de estos cambios son las siguientes: experimentalmente se ha

demostrado la presencia de receptores para estrogenos en la



membrana de las células mononucleares del bazo y timo; los
raeceptores encontrados se han caracterizado y se sabe son
proteinas. Una estimulacién débil de los receptores estrogénicos
para el 17-B estradiol sobre células NK disminuye el numerc de
precursores de estas células (2). Asi mismo se comprobd la
presencia de receptores para andrégenos en timocitos maduros
humanos en cultivo, al disminuir su actividad por adicién de

dihidrotestosterona (2,5,6,7,8,9).

Los estrégenos estimulan aumento en la produccién de
hemolisina, aumento en el indice fagocitico y modulacién en la
actividad y maduracién de células T, los andrégenos estimulan la
maduracién y diferenciacién de células B, asi como la actividad

de las células del epitelio timico (2,5,6,7,8,9).

Ademas el efecto de las hormonas sexuales puede modificar la
actividad de otras glandulas tan distantes como las
submandibulares las cuales tienen accién supresora sobre el
tejido 1linfoide. (10) Ademas el timo y el bazo involucionan por
efecto de andrégenos y estrégenos, asi como 6rganos linfoides
periféricos pueden disminuir su poblacién celular

(2,5,6,7,10,11,12,13)

Evidencias directas e indirectas establecen diferencias
entre ambos sexos en relacién a la respuesta inmune. Por lo que

se han postulado dos hipétesis para poder explicarlas. La primera



hace alusién a 1la existencia de genes activos ligados al
cromosoma "X"; los cudles deben regular las distintas clases de
inmunoglobulinas, (14) 1la segunda hipdtesis establece que la
diferencia en 1la respuesta inmune entre hembras y machos es
debida a los distintos tipos de hormonas sexuales que secretan

(9,13,14,15)

De 1las diferencias que existen entre un sexo y otro en su
respuesta inmune, se sabe que las hembras tienen aumentada Ila
capacidad de responder de sus timocitos, son mas eficaces en
presentar el antigeno, tienen mayor facilidad de reconocimiento
de antigenos de histocompatibilidad, reacciones mixtas de
linfocitos y en general son mas eficaces ante una respuesta
primaria o secundaria de antigenos timo dependientes y timo
independientes. Pero las hembras también tienen aumentada la
susceptibilidad para presentar autoinmunidad producida por
anticuerpos circulantes, asi como por complejos inmunes

(2,3,5.6,9,11,13,14) .

Los machos aceptan aloinjertos mas facilmente, su capacidad
de tolerancia es mayor, aungue soOn mas susceptibles a
infecciones, bacterias patogenas y a inmunodeficiencias

(2,3,5,6,11,13,14) .

El semen de mamiferos macho ejerce un efecto supresor local

sobre la respuesta inmune de la hembra durante el coito, para que



pueda llevarse a cabo la fecundacién; lo cual se ha comprobado de
manera indirecta (in wvitro) al provocar por 1la adicién de
estractos de semen, supresién en la proliferacién de celulas B y
T, supresién de la actividad de células NK e inhibicién de 1la
actividad fagocitica de macroéfagos. E1 efecto supresor se da por
la accién de factores producidos por érganos gecretores
accesorios del tracto reproductivo (epididimo, préstata y
vesiculas seminales) que conforman el plasma seminal, el cual es
dependiente de los niveles de testosterona circulante

(4,15,16,17,18,19).



ANTECEDENTES

Diferentes investigaciones han demostrado que secresiones
del tracto reproductor de los machos contienen factores
supresores sobre gran variedad de funciones inmunolégicas. Dichas
secresiones se producen en lugares especificos a partir de la
pubertad y son dependientes de andrégenos; dan proteccién al
esperma a lo largo del tracto genital de la hembra, por supresioén
de 1la proliferacién de celulas By T; en los casos donde 1la
supresion es deficiente se manifiesta sensibilizacioén

inmunolégica (4,14,15,16,17,18,19,20,21).

Los factores supresores se encuentran en el plasma seminal
el cual ademés de proporcionar un vehiculo de transporte para el
esperma durante el coito, forma una mezcla de componentes
protéicos, lipidicos y glucosidicos ricos en fructosa, =zinc,
iodo, &cido acético. inositol, endorfinas, prostaglandinas,
proteasas y enzimas hidroliticas que contribuyen en 1la funcién
del esperma durante la fertilizacién (15,16,19,22). Asi mismo
fluidos de proéstata, epididimo y vesiculas seminales (Tabla No.1)
(23) tienen efecto supresor en la estimulacién de ceélulas T,
blastogeénesis de esplenocitos y propiedades de macréfagos

(15,16,19,20,22,24).

El plasma seminal tiene capacidad de suprimir “in. vivo" e
"in wvitro" 1la respuesta inmune, la acciétn citolitica y de

opsonizacioéon del complemento e incluso anticuerpos contra



esperma; la falta de estos inmunosupresores, asi como su
decramento provoca ciertos tipos de infertilidad. Estos
inmunosuprescores también contribuyen a 1la proliferacién de
bacterias, virus y neoplasias, tanto en el tracto reproductor de
machos como en la vagina de hembras, donde ademas, se les
atribuye actividad antitumoral. Por lo tanto es posible que el
plasma seminal favorezca al desarrollo de infecciones virales por
modificacién de barreras de primer contacto Yy mecanismos

especificos locales (4,14,15,16,20,21,22).

Reportes recientes muestran evidencia de la supresién del
plasma seminal humano en células citotoxicas y NK in vitro. En
ratones el plasma seminal ejerce supresién in vivo sobre la
respuesta inmune primaria y secundaria, independientemente de la
dosis del antigeno; proteinas del sistema del complemento, asi
como las células NK y macréfagos ven reducida su actividad

(4,15,16,21).

Hasta el momento sélo se tiene descrita 1la funcién de
supresion del plasma seminal, pero el mecanismo y la
identificacién del factor o factores que la ocasionan no estan
bien establecidos. Algunos trabajos como el de Marcus v
colaboradores (1986) (15) reportan que la actividad supresora
estA en 2 6 5 fracciones que encontré al purificar por gel el
plasma seminal. Anderson (1982) (15) también estima y sugiere 1la

presencia de dos o mas factores inmunosupresores. Asi mismo



Tarter y colaboradores (1986) (16) purificaron el estracto
lipidico del plasma seminal y observaron que tiene efecto
supresor sobre 1la actividad citotéxica de las células NK; por
cromatografia se demostrd la presencia de prostaglandinas a las
que se les atribuyé accién supresora (20). Las prostaglandinas
encontradas son la 19 hidoxiprostaglandina E 1 y 2 (19-OH-PGE1 y
19-OH-PGE2), las cuales se encuentran en alta concentracién en
el semen de primates. Es sugerente que la PGEZ tiene influencia
negativa sobre la actividad citotéxica de las células NK y la
19-OH-PGE1 probablemente afecta la diferenciacién inducida por
interferén en estas células; se piensa que la actividad de
células NK esta regulada relativamente de manera enddégena por

a-interferén (4,15,16,20).

Experimentalmente se ha comprobado que el fluido prostatico
de ratones inhibe 1la hemélisis mediada por complemento; los
fluidoe de epididimo y vesiculas seminales inhiben la accién de
mitégenos sobre células T (15,24). Siendo el fluido de las
vesiculas seminales el mas potente, ya que actua por mecanismos
distintos a los otros fluidos vy aparentemente afecta
intracelularmente de manera irreversible eventos donde se
requiere sintesis de ADN (15). El fluido de 1las vesiculas
seninales inhibe 1a'b1astozanesis de células aisladas del bazo

(15,24).

Se han purificado de 1las vesiculas seminales algunos



factores como formas de bajo peso molecular, varias proteinas
como la serie de proteinas SV-I a la SV-VI y las prostaglandinas

E (19,21,22).

De las vesiculas seminales proviene la mayor parte de las
proteinas secretadas del plasma seminal humano, las cuales entre
otras funciones contribuyen a 1la alcalinizacioén de las
secresiones vaginales, propiciando el pH adecuado para el esperma

(19,22).

Una de estas proteinas secretada en grandes cantidades por
el lumen de las vesiculas seminales de rata es llamada SV-1V
transcrita bajo control androgénico (19,22); tiene actividad
inmunosupresora no especie especifica, inhibe algunas propiedades
de los macréfagos como quimiotaxis, fagocitosis y presentacién
del antigeno, asi mismo tiene 1la capacidad de evitar 1la

liberacién masiva de mediadores de la inflamacién (20,21,22,24).

Garcia Tamayo Yy colaboradores en 1989 (4) estudiaron en
ratas Wistar macho el efecto de la extirpacién de las vesiculas
seminales al inmunizar las ratas intraperitonealmente con
globulos rojos de carnero (GRC) cuando tenian edades entre 1 y 6
meses de edad, sacrificadas mas tarde para medir la respuesta de
anticuerpos anti-GRC segin la técnica de Cunningham. Obtuvieron
reduccioén significativa en las células formadoras de anticuerpos

(CFA), ademas, encontraron que las diferencias eran mayores a los



5 y 6 meses de edad. Posteriormente en 1991 el mismo grupo de
investigadores (25) observaron que la falta de las vesiculas
seminales modificaba 1la resistencia de ratones Balb/c a la
infeccién con Taenia crassiceps. Los resultados mostraron que a
los 4 y 5 meses de la extirpacién de las vesiculas seminales, los
animales duplicaban sus cargas parasitarias intraperitoneales vy
su respuesta inmune estaba alterada en forma independiente a la
cisticercosis, asi como 8us reacciones de hipersensibilidad
tardia y 1la respuesta de anticuerpos contra los antigenos del
cisticerco estaban disminuidas. Por lo que ellos han concluide
como resultado de sus trabajos que esto se debe a interacciones

entre el sistema inmunitario y gonadal.

De acuerdo a la bibliografia reportada observamos que los
fluidos de 1las gléandulas accesorias al tracto reproductor
masculino son de vital importancia para la fertilizacién, y que
ademas, estos fluidos por si s6los son capaces de modificar el
funcionamiento de 1la respuesta inmune. Pero es Garcia y
colaboradores quienes cuestionan el efecto de la extirpacién de
las vesiculas seminales sobre la respuesta inmune, y este trabajo
mas que responder a esta interrogante, plantea nuevas preguntas,
debido en gran parte por la aparente contradiccién en la que cae,
va que de acuerdo a lo reportado por algunos autores, se
esperaria encontrar que al practicar la vesiculotomia seminal 1la

respuesta inmune aumentara, lo cual no ocurre y ya fue demostrado



por Garcia Tamayo y colaboradores en 1989 y 1991 (4,25); estos
articulos motivaron mi interes de ampliar estas observaciones vy
plantear un modelo experimental donde se estudiaron ratas de 6, 9
Yy 12 meses de edad, ya que segun Garcia T. y colaboradores (4,25)
es a los 6 meses donde se observa mejor el efecto de 1la

vesiculotomia seminal.

Por 1lo cual se plantearon los siguientes objetivos de 1la

tesis.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Observar el efecto que sobre la respuesta inmune tiene la
extirpacién de las vesiculas seminales en ratas Wistar cuando se
inmuniza con antigenos soluble y particulado a 6, 9 y 12 meses de

edad.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la produccién de anticuerpos de clase IgM en células
esplénicas contra un antigeno particulado (GRC), en ratas sin
vesiculas seminales, con cirugia y control de 6, 9 y 12 meses de

edad.

Evaluar la produccién de anticuerpos de clase IgG contra un
antigeno soluble (OVA), en ratas sin vesiculas seminales, con

cirugia y control de 6, 9 y 12 meses de edad.
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TABLA No.1 : Composicién de la secresién de las vesiculas
seminales en humanos.

Componente Valores normales por 100 ml
PH 7.29

Agua 89.0 g / 100 g
Potasio 17.8 meq/1
Fosforo 14.7 meq/1

Nitrégeno 1280 mg
total

Nitrégeno 99 mg

no proteico

Proteinas 7780 mg

Fructosa 315 mg

Acido citrico 125 mg

Vitamina C 5 mg

El indice de sodio en 1la secrecitn de las vesiculas
geminales es bajo, y elevado el de bicarbonato. El1 color amarillo
de esta secrecién se debe a la presencia de flavinas. Contiene
algo de ergotioneina, generalmente menos de 0.1% de inositol vy
cantidades importantes de fructosa (en ratas no hay fructosa y en
su lugar existe #&cido citrico), prostaglandinas .y acido

ascoérbico.
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METODOLOGIA

HODELO EXPERINENTAL

Se usaron 40 ratas macho Wistar (Rattus norvegicus) de 23 *
2 dias de edad, como modelo experimental repartidas en 8 grupos
de 5 ratas cada uno y sacrificadas a los 6,9 y 12 meses de haber

sido incluidas en el proyecto.

Se utilizaron 3 tratamientos diferentes; el primero formado
por ratas sin vesiculas seminales (A) como grupo experimental, el
segundo fueron ratas con c¢irugia en 1la regiétn abdominal vy
simulacién de la extirpacién de las vesiculas seminales (B) como
control para eliminar el efecto de la cirugia v el tercero fue
formado con ratas que constituyeron el grupo contorl (C). los 3

grupos subdivididos en edades de 6, 9 y 12 meses. Se utilizaron

para todos los grupos 2 antigenos para evidenciar el efecto de la
vesiculotomia seminal, el antigeno particulade utilizado fue
globulos rojos de carnero (GRC), cuantificando 1la respuesta
primaria (IgM) en células esplénicas por la técnica de Jernne
modificada por Cunningham, y el otro antigeno soluble la
Ovoalbumina (OVA), cuantificando una respuesta secundaria (1gG)

en suero, por el método de Elisa.

12



6 meses 9 meses 12 meses
Al sin vesiculas A2 sin vesiculas A3 sin vesiculas
seminales seminales seminales
B1 ® B2 con vesiculas B3 con vesiculas
= seminales vy seminales vy
x cirugia cirugia
C1 control C2 control C3 control

Se us6 ketamina como anestésico, ajustandose la dosis a 135
mg por kg de peso; via intraperitoneal, con efecto anestésico de

30 min. en promedio (26,27).

Las ratas del grupo A de 6,9 y 12 meses fueron sometidas a

cirugia para extirparles las vesiculas seminales.

Al grupo B de 9 y 12 meses se le practicé cirugia en la
region ventro medial sin la extirpacién de las vesiculas

seminales.

Para realizar la cirugia se colocaron a las ratas
anestesiadas en un soporte especialmente disefiado (ver apendice
I) en posicién supina y con inclinacién cefélica. La cirugia en
todos los casos sBe realizé previa depilacién con Tioglicolato de
Calcio en la regién ventral del abdomen y antisepsia con benzal,
se realizé una insicion medla de aproximadamente 2-3 cm de
longitud, se incidié hasta cavidad abdominal, se identificaron

las vesiculas seminales, se traccionaron y se realizé un corte lo

13



mds cercano a su base, verificando de no provocar sangrado,
generalmente no se requirié de puntos hemostaticos y la pared
abdominal se suturé en un sélo plano con puntos de Sarnoff con

Dermalon 000.

El grupo C control de 6,9 y 12 meses no fue manipulado.

Todas las ratas fueron colocadas en el mismo ambiente:

FOTOPERIODO : 12 horas luz, 12 horas oscuridad.

TEMPERATURA : 22 a 25 grados Celsius.

ALIMENTO : balanceado comercial marca purina. Ad libitum.

AGUA : hervida, esteril o con antibacteriano. Ad libitum.

CAMAS : aserrin estéril.

JAULAS : lavadas con agua iodada al 1%

14



TNNUNIZACION

El esquema de inmunizacién fue programado de manera que se
sacrificara wuna rata por dia, se utilzaron dos antigenos,
OVOALBUMINA (SIGMA No. A-5378) (OVA antigeno soluble) y GLOBULOS
ROJOS DE CARNERO (ERIKAR Sangre de carnero desfibrinada en

Citrato de Sodio) (GRC antigeno particulado).

Para el antigeno soluble (OVA) se realizaron cuatro
inmunizaciones los dias 0, 7, 14 y 21. Considerando el dia 0, 30

dias antes del sacrificio.

Para la primera inmunizacién se emulsificéd adyuvante
completo de Freund (SIGMA No.F-4258) (con OVA al 5%, 0.5 ml de
cada uno para tener 1 ml; aplicado via subcutanea en las cuatro

regiones inguinales y el térax.

En la segunda inmunizacién se us6é adyuvante incompleto de
Freund (SIGMA No.F-5506) y OVA al 5%, 0.5 ml de cada uno,

aplicado de la misma forma que la primera inmunizacién.

La tercera y cuarta inmunizacién se realizé utilizando 1 =ml

de OVA al 1%, via intravenosa.

El antigeno particulado se aplicé en una séla désis, 1 ml de

GRC al 10% via intraperitoneal el dia 23.

El sacrificio se realiz¢ el dia 30 de acuerdo al grupo al

15



cumplir: 6,9 v 12 meses, para obtenciédn de células esplénicas vy

suero.

Al término del plazo, las ratas fueron anestesiadas con éter
y depiladas con Tiogliceolato de Calcio; se les practicd
esplenectomia en condiciones de esterilidad cuidando de no
provocar sangrado mediante hemostasis con pinza de Kelly o Craig

en la arteria y vena esplénica.

Posteriormente se disecd la aorta abdominal en su porcién
terminal y se cateterizé con aguja hipodérmica del No. 20 para

sangrado al blanco.

16



CUANTIFICACION DE LA RESPUESTA A
EL ANTIGENO PARTICULADO

CUENTA DE CELULAS FORMADORAS DE PLACA (Técnica de Jerne
modificada por Cunningham). Para cuantificar 1la respuesta al

antigeno particulado.

Una vez obtenido el bazo se lavé con solucién salina
isoténica. Se tombé con pinzas y se colocé en un tamiz de organza,
inyectandole 10 ml de solucién de Hank, se practicé un corte
transversal medio, obteniéndose dos porciones las cudles fueron
suavemente presionadas contra el tamiz, con ayuda de un émbolo de
jeringa. La suspensién celular obtenida fue tamizada tres veces y

centrifugada 10 min. a 2000 rpm.

A la pastilla celular se le aplicé un choque hipoténico con
3 ml de agua destilada fria resuspendiendo gentilmente 5 segundos

y llevada a un volumen de 10 ml con solucidén de Hank.

Se centrifugé nuevamente 5 min. a 1500 rpm y el paquete

celular obtenido fué resuspendido en 2 ml de solucién de Hank.

Se sactd el porcentaje de viabilidad por 1incorporacién de
azul tripan y el numero total de células se cuantificé en el
hemocitémetro. Para ajustar la suspensién celular a S millones de

células por ml.

17



Se tomaron 250 pl de la suspensioén celular ajustada vy
mezclé con 150 pl de GRC al 20% y 250 ul de suero de cobayo

diluir como fuente de complemento.

Con esta mezcla se llenaron las camaras (ver apendice
dejandolas en incubacién 10 min. a 37 grados Celsius
posteriormente se realizé el conteo de células formadoras

anticuerpos (28).

se

sin

I)
y

de
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CUANTIFICACION DE LA RESPUESTA A
EL ANTIGENO SOLUBLE

PREPARACION DEL CONJUGADO (Método para activacién de

peroxidasa por glutaraldehido).

Se disolviéron 10 mg de peroxidasa tipo VI (RZ-3.0) en 0.2ml
de Buffer de Fosfatos 0.1 M a pH de 6.8 conteniendo 1.25% de
gluteraldehido. Fue incubada 1la mezcla durante 12 horas a

temperatura ambiente.

Se dializé dos dias en bolsa de celulosa con poro 0.32
contra solucién salina fisioldgica (0.85%) con 2 cambios diarios,
a 4 grados Celsius, para remover el glutaraldehido que no activé

la peroxidasa.

Se mezclé 1 ml de la fracci6étn gamma globulina (anti-
gammaglobulina G de rata 5 mg/ml en Fosfatos salina) con 1 =ml
de 1la 8solucién de peroxidasa activada y 0.1ml de Buffer
carbonato-bicarbonato 1 M a pH de 9.5, la mezcla se incubé a 4

grados Celsius 24 horas.

Se agregé al conjugado 0.1 ml de Lisina 0.2 M v se incubé 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se dializé en
Fosfatos salina a pH de 7.2 durante 12 horas a 4 grados Celsius

(a fin de bloquear los sitios libres de la enzima).
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Se precipit¢é el conjugado (gamma globulina wunida a 1la
enzima) al adicionar un volumen igual de solucién de sulfato de
amonio saturado, e incubando 10 min. a temperatura ambiente,
después se centrifugdé el precipitado 15 min a 10000 rpm. Se
diluyé 1la pastilla con sulfato de amonio al 50%2 de saturacion
llevandolo al volumen original al igual que al sobrenadante para
verificar que no habia ya gamma globulina. E1 precipitado se dejé
incubando 10 min. a temperatura ambiente y se centrifugé a 10000
rpm 15 min. La pastilla se precipit6é con sulfato de amonio al
50% de saturacién, se incubdé y se centrifugdé de la manera
indicada; finalmente se diluydé la pastilla en 1ml de Fosfatos
salina. Se dej6é dializéndo con Fosfatos salina a pH de 7.2 a 4
grados Celsius 2 dias realizando 2 cambios diarios para eliminar

el sulfato de amonio que pudiera haberse quedado.

El conjugado dializado fue centrifugado a 10000 rpm durante
20 min. vy se esterilizé por filtracién (filtro millipore 0.22
um), le fue adicionado un volumen igual de glicerol como
conservador y se guardo a 4 grados Celsius hasta que fue

utilizado (29).
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ELISA DIRECTO (Titulo del conjugado)

Se utilizé una placa de 96 pozos para Elisa de poliestireno
(NUNC) a la que se le agregaron 100 pl de gama globulina de rata

dejandose en incubacién 2 dias a 4 grados Celsius.

Se desech¢ la gama globulina de la placa y esta fué lavada 3
veces con Buffer fosfatos salina Tween al 0.05% pH de 7.4 (PBS-

T). Se sacudidé la placa para evitar que gquedaran restos de PBS-T.

Se bloqued la placa con 100 ul de gelatina al 1% en PBS-T
durante 1 hora a 37 grados Celsius. Se lav6é la placa de la manera

indicada anteriormente con PBS-T.

Se agregaron 100 upl por pozo de las diluciones del conjugado
en PBS-T antigamma globulina G de rata-peroxidasa (1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:8000, 1:10000, 1:12000, 1:16000,
1:24000, 1:32000, 1:48000 y 1:64000) y se incubé la placa 2 horas

a 37 grados Celsius en oscuridad. Se lavé la placa con PBS-T.

Se agregdé 100 ul de sustrato por pozo y se incubé en
oscuridad 10 min. a temperatura ambiente. Se paré 1la reaccién
enzima--sustrato con 25 ul de Acido sulfurico 4N y se leyd a

492 nm (29).

El titulo del conjugado fue 1:10000.
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ELISA INDIRECTO (Cuantificacién de la respuesta a la OVA)

Se utilizaron placas de 96 pozos para Elisa (NUNC y CORNING)
las cuales fueron cubiertas con la OVA 20 ug en 100 ul en Buffer

de fosfatos por cada pozo durante 3 horas a 37 grados Celsius.

Se lavd la placa con Buffer fosfatos salina Tween al 0.05%
pPH de 7.4 (PBS-T) 3 veces. Se sacudié la placa para eliminar

restos de PBS-T.

La placa fué bloqueada con gelatina y albumina sérica bovina
al 1% en PBS-T a 4 grados Celsius 12 horas. Se quité la gelatina
vy albumina sérica bovina con PBS-T caliente y lavando nuevamente

con PBS-T.

Se pusieron 100 ul de las diluciénes del suero problema
durante 3 horas a 37 grados Celsius (1:1000, 1:2000, 1:4000,

1:8000, 1:10000, 1:12000, 1:14000 y 1:16000).
Se lavd la placa con PBS-T.

Se colocaron 100 ul del conjugado por pozo (antigamma
globulina G de Rata-Peroxidasa) a una dilucién de 1:10000 y se

incubé 12 horas a 4 grados Celsius.
Se lavé la placa de la manera indicada con PBS-T.

Se pusieron 100 ul de sustrato por poza y se incubo 4 min. a

temperatura ambiente. La reaccién enzima--sustrato fué detenida
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con 25 ul de &cido sulfurico 4N. Se realizaron las lecturas a

492 nm (29).

23



INMUNODIFUSION DOBLE "METODO DE SUCHTERLONY" (Cuantificacién

de la respuesta a la OVA).

Se barnizaron placas de cristal desengarsadas con una
solucién de agarosa al 0.1% y se dejaron desecar a temperatura

ambiente.

Las placas secas fueron cubiertas con un solucién de agarosa
al 1% en solucién salina pH 7.2 y se dejaron gelificar a 4 grados

Celsius.

Se realizaron las perforaciones en el gel, removiendo con un

aplicador el agar residual.

Se hiciéron 6 pozos; 5 de ellos formando un circulo vy
llenados con los sueros problema, el pozo restante fué hecho en

el centro y llenado con el antigeno (OVA).

Se 1incubaron a 4 grados Celsius durante 48 horas y se

observaron las bandas de precipitacion formadas (33).
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RESULTADOS

A partir de las células aisladas del bazo se determinaron
células formadoras de anticuerpos (CFA) de clase IgM en una
respuesta primaria contra un antigeno particulado como los
glébulos rojos de carnero (GRC) utilizando la técnica de Jernne
modificada por Cunningham (28) de una suspension de 5 millones
de células esplénicas por ml. Al realizar el conteo de CFA para
los 8 grupos de ratas observamos que las cuentas de CFA de las
ratas sin vesiculas seminales a los 6,9 y 12 meses de edad son
menores que las cuentas de CFA de las ratas control y de las
ratas que se les practicé cirugia abdominal a los 6, 9 y 12

meses. (Tabla No. 2 y grafica No. 1)

A los 6 meses de edad las ratas con vesiculotomia seminal
(A1) no muestran cuentas diferentes a las de las ratas de 9 meses
con vesiculotomia seminal (A2) pero es notorio el decremento en
la cantidad de CFA en ratas de 12 meses vesiculotomizadas (A3).
Las ratas control de 9 meses (C2) muestran las cuentas mayores de
CFA comparadas con las ratas control de 6 y 12 meses (Cl1 y C3),
donde también observamos la mayor de las diferencias con respecto
a la edad. Esto se reafirma al observar las cuentas de CFA de las
ratas con cirugia y sin extirpacién de las vesiculas seminales de
9 y 12 meses (BZ y B3) donde nuevamente se observa yna mejor
respuesta a los 9 meses (B2) que a los 12 meses (B3) (Tabla No. 2

y grafica No. 1).
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Al realizar la prueba de ANOVA de 2 factores se confirmé 1lo
anteriormente escrito donde se observa diferencia significativa
entre las ratas vesiculotomizadas, ratas control y ratas con
cirugia abdominal y sin extirpacién de las vesiculas seminales al
cuantificar la respuesta primaria a un antigeno particulado (GRC)
con una P » 0.01; ya que la F calculada (25.414) fué mayor que la
F de tablas tanto para 90, 95 y 99 de confianza (0.10=2.49,
0.05=3.32 y 0.01=5.39); asi mismo al observar las cuentas de CFA
y los datos que da la prueba de ANOVA, vemos que las edades
estudiadas de 6, 9 y 12 meses tienen diferencias significativas
con una P » 0.01; en este caso la F calculada (52.844) también es
mayor que la F de tablas para 90, 95 y 99 de confianza
(0.10=2.49, 0.05=3.32 y 0.01=5.39). Ademas el mismo estadistico
muestra que no existe interaccién entre la edad y el tratamiento
yva que la F de tablas (0.10=2.14, 0.05=2.69 y 0.01=4.02) fué

mayor en estos casos con respecto a la F calculada (1.320).

La tabla No.4 y la grafica No. 2 muestran la absorbancia a
492 nm de anticuerpos de clase IgG en una respuesta secundaria
contra un antigeno soluble como la OVA en una dilucién 1:14000
del suero de las ratas que conforman los grupos de estudio,
medidos por la técnica de Elisa (29). Las ratas sin vesiculas
seminales (A) tienen una absorbancia menor de anticuerpos anti-
OVA que las ratas control (C) y con cirugia sin extripacion de

las vesiculas seminales (B) a los 6 ¥y 9 meses; pero a los 12
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meses el grupo control (C3) es el que muestra la absorbancia
menor de anticuerpos contra OVA, le sigue el de las ratas sin
vesiculas seminales (A3) y la aborbancia mayor de anticuerpos
anti-OVA en esta edad es para las ratas con cirugia abdominal

(B3) .

La prueba de ANOVA de 2 factores realizada, muestra que
realmente existe diferencia significativa entre los tratamientos
(Vesiculotomia seminal, cirugia y control) ya que la F calculada
(4.422) es mayor que la F de tablas para 90 (0.10=2.39) y 95
(0.05=3.15) de confianza por lo que tiene una P «0.01. Ademas el
estadistico demuestra tal como se observa en la grafica No. 2 que
no existe diferencia significativa para la aborbancia de la IgG
anti OVA a las edades de 6. 9 y 12 meses porque su F calculada
(0.273) es menor para 90 (0.10=2.39), 95 (0.05=3.15) y 99
(0.01=4.98) de confianza. Pero existe interaccién entre el
tratamiento y la edad (F calculada = 2.333) para 90 (0.10=2.04),
95 (0.05=2.53) y 99 (0.01=3.65) de confianza con una P»>0.10 (ya

que la F calculada es mayor que la F de tablas).

El método Suchterlony (33) evidencié la presencia en suero
de anticuerpos totales anti-OVA en las ratas que componen todos

los grupos de estudio.
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TABLA No.2

Media y desviacién de las

células

formadoras

anticuerpos (CFA) contra glébulos rojos (GRC),
una suspensién de 5 millones de células esplénicas

por ml.

de
de

Meses de edad

A sin vesicu-
las seminales

B con cirugia

C control

12

A1=236198

+ 37532

A2=260847

* 112804

A3=71034

* 15213

B2=631738

+ 183831

B3=116449

+ 40322

C1=450817

1+ 91451

C2=848528

+ 253572

C3=227077

+ 86073
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TABLA No. 3 : Resultados de la prueba de ANOVA de dos factores
para las células formadoras de anticuerpos (CFA)
de clase IgM contra glébulos rojos de carnero

(GRC) . Debido a que las varianzas no son
homogeneas se realizé la transformacién
logaritmica.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F calculada
Variacién Libertad Cuadrados Medios
Experimenta- 8 1649411 .470
cién
Factor 2 537255.857| 268627.929 F=23.861 *
Tratamiento
Factor 2 1017696.312| 508848.156 F=45.199 *
Edad
Interaccion 4 94459.301 23614 .825 F=2.098 **
edad y trata-
miento
Error 30 337738.040 11257.935
Total 38 1987149.510

* Para el factor tratamiento y edad la F calculada fue 23.861
y 45.199 respectivamente mucho mayores que las F de tablas.
F (2,30) para 0.10 =2.49 , para 0.05=3.32 y para 0.01=5,39
con una P >0.01.
** La interaccién de la edad y el tratamiento da una F de 2.098
y los F de tablas fueron mayores.
F (4,30) para 0.10=2.14, para 0.05=2.69 y para 6.01:6.02.

por lo que no hay diferencia significativa.
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TABLA No. 4 : Media y desviacién estandar de la absorbancia de el
titulo de anticuerpos IgG contra Ovoalbumina (OVA)
dilucién 1:14000

Meses de edad A sin vesicu- B con cirugia C control
las seminales

6 Al=1.2383 Cl=1.5381

+ 0.385 * 0.259
9 A2=1.0553 B2=1.4509 C2=1.6327

+ 0.341 +* 0.512 + 0.449

12 A3=1.4226 B3=1.7249 C3=1.2621

* 0.458 * 0.414 * 0.352
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TABLA No. 5

Valores de la tabla de ANOVA de dos factores
de el titulo de

(OVA)

la absorbancia

contra
realizé

ovoalbumina
la transformacién de raiz
que las varianzas fueran homogeneas.

anticuerpos
dilucién
cuadrada

para

I1gG
1:14000. Se
para

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F calculada
Variacién Libertad Cuadrados Medios
Experimenta- 8 0.616
cién
Factor 2 0.292 0.146 F=4.422 *
Tratamiento
Factor 2 0.018 0.009 F=0.273 *
Edad
Interaccién 4 0.306 0.077 F=2.337 **
Tratamiento
y edad
Error 69 2.273 0.033
Total 77 2.889

* La F calculada para el tratamiento (4.422) fué mayor que las

F de tablas, con una P <«0.01

F (2,69) para 0.10 =2.39 , para 0.05=3.15 y para 0.01=4.9

* La F calculada para la edad (0.273) fue muy pequefia en

comparacién con las F de tablas, por lo cual no fue significativa

F (2,69) para 0.10 =2.39 , para 0.05=3.15 y para 0.01=4.9

** La F calculada de la interaccién de la edad y el tratamiento

(2.333) es mayor que las F de tablas, con una P >0.10.

F (4,69) para 0.10=2.04 , para 0.05=2.53 y para 0.01=3.65
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DISCUSION

Las glandulas accesorias del aparato reproductor masculino
no se han estudiado lo suficiente a pesar de su importancia vya
que el fluido que ellas secretan forma parte del semen, el cual
confiere supresion de la respuesta inmune local en el momento de

la coépula con la hembra (15,22,21).

Ademas los trabajos de diferentes autores concluyen que si
se lesiona o extirpa alguna de las glandulas del eje
neuroendécrino se provocan alteraciones en la competencia

inmunolégica del organismo (3,4,6,12).

Por lo anterior resulta interesante observar en el presente
trabajo el efecto de la extirpaciéon de las vesiculas seminales de
ratas Wistar (Rattus norvegicus) durante los primeros 23 % 2
dias, periédo durante el cual aun no son funcionales (4); las
ratas fueron sacrificadas a los 6,9 v 12 meses de edad y se
cuantificé su respuesta a un antigeno particulado globulos rojos
de carnero (GRC) para una respuesta primaria y ante un antigeno

soluble ovoalbumina (OVA) para una respuesta secundaria.

Antes de empezar la discusién de los resultados obtenidos,
es conveniente aclarar que la ausencia del grupo Bl con cirugia
abdominal y con vesiculas seminales de 6 meses; se debi6é a que se
habia planeado el esquema de inmunizacidén para sacrificar 2 ratas

diarias, pero por el tiempo de la metodologia experimental no se
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pudo realizar y se perdié el grupo Bl.

Gracias a que se contaba con ratas de reserva, se pudo
reorganizar el calendario de inmunizacién y el protocolo de
sacrificio, sin embargo el grupo Bl no fue posible recuperarlo.
Al analizar la ausencia de este, se llegd a la conclusién que
podria ser equiparado con el grupo Cl (Control sin manipulacién)
yva que ambos formaban grupos control con respecto al grupo Al sin
vesiculas seminales. Esta decisién se apoya en los trabajos
realizados por Garcia T.(4) donde demuestra que no existe
diferencia significativa entre los grupos con cirugia y control a
los 6 meses de edad en animales inmunizados con GRC y el trabaio
de Cooper (35) comprueba que no hay alteracion postoperatoria en

la respuesta inmune, debido a la cirugia y al anestésico.

Aclarado lo anterior observamos que los resultados obtenidos
para las ratas con vesiculotomia seminal a los 6,9 y 12 meses ven
reducidas las cuentas de ceélulas esplénicas que producen
anticuerpos anti-GRC de clase IgM, estos resultados concuerdan
con lo hayado por Garcia T. y colaboradores (4,25) a diferencia
que el observé ratas de 1 a 6 meses, pero se denota que la
extripacién de las vesiculas seminales disminuye la respuesta

ante GRC no importando la edad de la rata.

Garcia T. hace referencia a el aumento en la cuenta de CFA

con la edad desde el 10. al 60. mes, y mis resultados demuestran
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que en las tres edades estudiadas (6, 9 y 12 meses) hay
diferencia; al 6o. mes las cuentas de CFA son menores que las de
9 meses donde se observa la mejor respuesta para 1los 3
tratamientos (control, cirugia y sin vesiculas seminales). A los
12 meses se observa decremento en la cantidad de CFA para los 3

Erupos.

Lo anterior revela que la edad es un factor importante en la
respuesta de CFA de clase IgM contra GRC en una respuesta

primaria.

Al cuantificar 1la respuesta de anticuerpos de clase IgG
contra OVA (en una respuesta secundaria) se observd que las ratas
sin vesiculas seminales tienen disminuida su respuesta en suero
indistintamente de la edad, aunque a los 12 meses s8se observd
inesperadamente que el grupo control (C3) es el que tienen el
titulo més bajo de anticuerpos anti-OVA y el grupo con cirugia

abdominal (B3) es el que tiene mejor respuesta.

La diferencia entre los grupos control y con cirugia no la
podemos atribuir al anestésico ni a la operacidén ya que no existe
efecto supresor en la respuesta primaria y secundaria en la
formacién de anticuerpos anti-GRC por el uso de anestésico, asi
como lo demostré Cooper en 1974 (35); también describié que no
existe diferencia significativa en la produccién de IgM e 1IgG

ante un antigeno timo dependiente o timo independiente en el
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tiempo postoperatorio. La diferencia que encuentro probablemente

se deba a el propio modelo experimental.

La depresiétn de 1la sintesis de anticuerpos como una
reaccién secundaria de la vesiculotomia seminal se mantuvo en las

3 edades (6, 9 y 12 meses) sin tener repercusiones aparentes.

La diferencia encontrada en la respuesta a la OVA y GRC, la
podemos atribuir a que se estan cuantificando dos
inmunoglobulinas diferentes; IgM e IgG, asi como dos respuestas
en la primaria como lo dice su nombre se da sélo una inmunizacién
(GRC) y en la respuesta secundaria se dan varios refuerzos,
utilizando adyuvantes para la OVA (antigeno soluble) (33 y 36).
Por lo tanto la npaturaleza del antigeno Y la clase de
presentacién ¥ reconocimiento debera de influir en la calidad de

la respuesta.

No debemos olvidar que existe evidencia suficiente para
sugerir la presencia de inmunomoduladores en el plasma seminal de
todos los mamiferos incluyendo a el hombre
(4,14,15,16,17,18,19,20,21). El plasma seminal es producto de 1la
secreciédn del epididimo, préstata y vesiculas seminales, las
cuales han sido estudiadas en diversas ocasiones y se ha

comprobado la presencia de éstos (4,15,17,18,19,20,21,22,24).

Por lo tanto al extirpar las vesiculas seminales se elimina

la presencia de ciertos inmunomoduladores, ocasionando en el
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modelo estudiado la disminucién en la respuesta inmune primaria a
un antigeno particulado (GRC) y secundaria a un antigeno soluble
(OVA): coincidiendo con los trabajos de Garcia T. (1989 y 1991)

(4,25).

Ademas en base a los conocimientos actuales sabemos que la
célula T reconoce fragmentos antigénicos sobre las células
presentadoras de 1los antigenos (CPA), que previamente han
procesado el antigeno y asociado a proteinas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). La célula T madura
reconoce y responde a los epitopos antigénicos presentados por la
CPA, los epitopos antigénicos inmunodominantes deben tener 2
regiones una hidrofébica reconocida por el MHC y otra hidrofilica
reconocida por el receptor de la célula T (TCR). La unién del
antigeno con la molécula del MHC reacciona relativamente con baja
afinidad en la superficie de la CPA donde tiene intimo contacto
con el TCR dandose el complejo TCR-antigeno-MHC; ademas se
requiere 1la interaccién de las células por moléculas accesorias
como CD4 y CD8, que interactian con regiones del MHC de clase 1II
y clase I respectivamente. Existen otras moléculas en la
superficie de 1las células T que podriamos agrupar de fornma
genérica como moléculas de adhesién, pertenecen a diferentes
familias, principalmente integrinas, posiblemente intercrinas,
receptores Fc y receptores del complemento; que en conjunto

permiten el reconocimiento y generan las sefiales de transmisién y
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activacién de 1la membrana plasmatica de 1la célula T. La
activacién de la célula T se inicia con la fosforilacién de 1la
cadena epsilon del CD3 mediados por protein-cinasa C, de esta
estimulacién resulta un rapido incremento intracelular de calcio,
activacién de segundos mensajeros como inositol 1,4,5 trifosfato
(1,4,5-IP) vy 1,2 diacilglicerol (DAG); otro evento observado en
la activacién de la célula T es el incremento del pH intracelular
(por activacién de Na+/H+), y fluctuaciones de niveles de
nucleotidos ciclicos (AMPc y GMPc). El reconocimiento del
antigeno especifico implica la activacién de una amplia gama de
genes que codifican para la expresiédn de multiples proteinas que
participan como efectoras y reguladoras de la respuesta inmune;
que promueven la activacién y diferenciacién de diferentes
células que a su vez secretan inmunoglobulinas y otras moléculas

efectoras.

Los mecanismos anteriormente descritos debiéron haberse
llevado a cabo para ambos antigenos GRC y OVA en mi modelo

experimental.

El o 1los cambios secundarios a 1la extirpacién de las
vesiculas seminales pudiéron haberse dado cuando mencs en alguno

de los puntos de la respuesta inmune que ha continuacién

menciéno:

1.- En las CPA por alteraciones en el reconocimiento,
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procesamiento y presentacién debido a:

4.

disminucién en el numero de células
defecto del citoesqueleto (alteracién de endocitosis)
alteraciones de vesiculas endociticas y sistemas enzimaticos

defecto del trafico de moléculas de clase I y II

.- Defecto en el reconocimiento de linfocito T por:

modificaciones del heterodimero a y 8 de TCR
modificaciones del complejo del CD3 y otrae moléculas de

adhesién

.- Defecto en la activacién de linfocitos debido a:

protein cinasas
nucleédtidos ciclicos
efactos idnicos

citocinas

- Defecto en 1las moléculas efectoras © en sus receptores

(citosinas).

S.- Alteraciones en la activacioéon, expresiédn y diferenciaciédn de

clonas B y cantidad y calidad de anticuerpos producidos.

6.- Alteraciones de otros mecanismos de regulacién:

fenomenos de supresion

red idiotipo anti-idiotipo

La base de las explicaciones dadas es 1la interaccién e
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intercomunicacién existente entre el sistema neuroendécrino y el
sistema inmune, atraves de neuropeptidos, hormonas y rgceptores
hormonales que fluyen por el circuito bidireccional que
conforman. Sugiero ademas que la comunicacién existente no se
limita unicamente a las génadas, sino que ademas involucra
glandulas acéesorias como las vesiculas seminales, pues si bién
son reguladas por andrégenos también podrian estimular o suprimir
su actividad; es decir funcionar como moduladores e influir en la
actividad del sistema inmunocompetente y conformar un circuito
mas amplio de lo que se ha propuesto hasta el momento; por lo que
sugiero 1la siguiente modificacién al modelo de Blalock (1).
Aclarando que quedan muchas interrogantes del papel de las

vesiculas seminales y la respuesta inmune.

Sistema Nervioso Central

+

Hipotélamo

Hipofisis
IV X\
Sistema Inmune Gonadas
1N Y

Gléndulas Accesorias
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CONCLUSIONES

1.- La vesiculotomia seminal neonatal disminuye a los 6, 9 ¥y
12 meses la produccién de células formadoras de anticuerpos de
clase IgM contra glébulos rojos de carnero (antigeno particulado)

en una respuesta primaria.

2.- En una respuesta primaria para ratas de 6, 9 vy 12 meses
la edad influye sobre la cantidad de anticuerpos de clase 1IgM

producidos contra un antigeno particulado (GRC).

3.- La extirpacién de las vesiculas seminales disminuye a
los 6 vy 9 meses la produccién de IgG en una respuesta secundaria
contra un antigeno soluble como la ovoalbumina, pero no a los 12

4.- En una respuesta secundaria (IgG) contra ovoalbumina, la
edad (6, 9 y 12 meses) no tiene influencia en el titulo de

anticuerpos producidos.

S.- La vesicultomia seminal afecta de manera directa o

indirecta la inmunidad sistémica en mi modelo experimental.
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APENDICE I

SOLUCIONES

SOLUCION SALINA ISOTONICA

8.5 gramos de NaCl se diluyen en agua destilada y son
llevados a un volumen final de 1 000 ml.

SOLUCION DE HANK

Glucosa 1.00 gramo
NaCl 8.00 gramos
KC1 0.40 gramos
CaCl 0.14 gramos
MgsS04 0.10 gramos
MgCl2 0.10 gramos
Fosfato monopotéasico 0.06 gramos
Fosfato disodico 0.06 gramos
Bicarbonato de sodio 0.06 gramos
Rojo fenol 0.02 gramos

Se afora con agua destilada a 1 000 ml y el pH se ajusta a
gé2 con bicarbonato y se esteriliza por filtraciéon con millipore
0.22 um.

AZUL TRIPAN

Se mezclan cuatro partes de azul tripan al 0.2% con una
parte de soluciétn salina al 4.25%.

BUFFER DE FOSFATOS 0.1M pH 6.8

Fosfato de sodio monobasico 2M 2.4 ml
Fosfato de sodio dibasico 0.2M 26.0 ml

Se afora a 100 ml con agua destilada.
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BUFFER DE CARBONATO-BICARBONATO pH 9.6

Carbonato de sodio 1.59 g
Bicarbonato de sodio 2.93 g

Se afora a 1000 ml con agua destilada vy se guarda
temperatura ambiente no mas de 2 dias.

BUFFER DE FOSFATOS SALINA - TWEEN 0.05% pH 7.4

NacCl 8.0 g

KH2PO4 0.2 g

Na2HPO4 . 12H20 2.9 g

KC1 0.2 g

Tween 20 0.5 ml

Se afora a 1000 ml con agua destilada.

SUSTRATO PARA LA PEROXIDASA

Acido citrico 0.1M 2.43 ml
Fosfato de sodio 0.2M 2.57 ml
Agua destilada 5.00 ml

Se mezcla con agitacién constante y se agrega
Ortofenilendiamina 4.00 mg

Finalmente se adiciona

Perotxido de hidrégeno 4.00 pl

BUFFER DE BARBITURATOS 0.1 M, pH 8.6

Barbiturato de sodio 0.1 M 500.5 ml
Acido clorhidrico 0.1 M 149.5 ml
Agua destilada 350.0 ml
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METODOLOGIAS COMPLEMENTARIAS

PURIFICACION DE GAMMA GLOBULINA

Esta metodologia se utilizé para purificar la gamma
globulina de rata usada como antigeno en el esquema de
inmunizacién de conejo y para purificar la 6-globulina de conejo
conteniendo anti-IgG de rata.

A 50 ml de suero de rata se le adiciona lentamente y con
agitacién constante S0 ml de sulfato de amonio saturado a pH 7.8.
Se ajusta el pH a 7.8 con NaOH 2N y se mantiene con agitacién
constante durante 10 a 15 min después de terminada la adiciéon de
sulfato de amonio.

Posteriormente se centrifuga la suspensién a temperatura
ambiente 15 min. a 3500 rpm.

El precipitado se disuelve con solucién salina a pH 7.8 y se
lleva a un volumen de 50 ml, se le adiciona lentamente y con
agitacién constante 25 ml de sulfato de amonio saturado a pH 7.8.
Se ajusta el pH a 7.8 con NaOH 2N y se mantiene con agitacién
constante durante 10 a 15 min después de terminada la adiciédn de
sulfato de amonio. Posteriormente se centrifuga la suspensién a
temperatura ambiente 15 min. a 3500 rpm.

Se realiza el procedimiento tres veces y en la tercera
ocaeiétn se sustituye el disolvente del precipitadoe por solucién
salina amortiguador de boratos y se lleva a un volumen de 20 ml.

Se dializa contra solucién salina amortiguador de boratos a
4 grados Celsius y se mantiene con agitacién constante durante el
fin de semana, con dos cambios diarios.

Terminada la diilisis Be sBaca la muestra, se centrifuga a
2500 rpm durante 10 min.

Se determina la concentracion de proteinas por el método de
Bradford y finalmente se agrega merthiolate (a una concentracién
final de 0.01%) y se guarda en refrigeracién.

La pureza de la gamma globulina se comprueba utilizando el
método electroforético.
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INMUNOELECTROFORESIS.

Se prepara una solucién de agar al 1% en buffer de
barbituratos 0.1 M, pH 8.6 y con ella se cubre la placa para
electroforesis; se deja gelificar el agar a temperatura ambiente
y se realizan las perforaciones necesarias de acuerdo al esquema.

Se extrae de las perforaciones circulares el agar y se
coloca en el primer pozo la gamma globulina de rata y en el
segundo pozo se coloca suero total de rata el cual debe estar
tefiido con azul de bromofenol para que servira como indicador del
corrimiento.

Se prepara la céamara para electroforesis utilizando
barbituratos como buffer de corrimiento y se conecta a la fuente
de poder ajustando la corriente a 8 6 10 volts/cm de gel.

Después de que 1la muestra se haya desplazado 4 c¢cm, se
suspende la corriente y la camara se desconecta.

Se retira la placa y se quita el agar de la canal y en ella
se deposita el antisuero antigamma globulina de rata. Se coloca
la placa en una camara humeda y se deja 48 horas a 4 grados
Celsius. Después de ese tiempo se observan las bandas de
precipitacién.

Este metodo se utilizé para verificar la pureza de la gamma
globulina de rata que fue utilizada como antigeno en el esgquenma
de inmunizacién del conejo y para la gamma globulina de conejo
anti-IgG de rata.

ESQUEMA DE INMUNIZACION CONTRA GAMMA GLOBULINA DE RATA EN CONEJO.

DIA CERO. Gamma globulina de rata 0.5 ml y adyuvante
completo de Freund 0.5ml1l via subcutanea en sitios multiples del
lomo.

DIA SIETE. Gamma globulina de rata 0.5 ml y adyuvante
incompleto de Freund 0.5ml inyvectado de la misma forma que el
anterior.
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DIA QUINCE. Gamma globulina de rata agregada al 33 % 1ml via
intramuscular en varios sitios del lomo.

DIA DIESISEIS Y DIESISITE. Se aplica el antigeno (gamma
globulina de rata) de la misma forma que el dia quince.

DIA VEINTISIETE. Se aplica el antigeno igual que el dia
siete.

DIA TREINTA Y UNO. Sangrado al blanco.

La gamma globulina de conejo se purifico del suero de la
misma forma que se purificé la gamma globulina de rata.
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INTRUMENTOS DE TRABAJO

ELABORACION DE LA CAMARA PARA CUANTIFICACION DE CELULAS
FORMADORAS DE ANTICUERPOS

Las cémaras se hacen utilizando portaobjetos y cubreobjetos
limpios, desengrasados y estériles.

En el portaobjetos se colocan tiras de masking-tape de
doble cara adherente en los sitios que indica la figura.

Se presiona el adhesivo para que se adhiera y se coloca
sobre este un cubreobjetos abarcando el area libre del masking-
tape.

Deben cubrirse los bordes del cubreobjetos con parafina para
asegurar el sellado de las céamaras, estas tienen capacidad de
68 ul y una Area de 2538 campos a un aumento de 40X con un ocular
de 10X en el microscépio éptico.

ESQUEMA DEL SOPORTE UTILIZADO DURANTE LA CIRUGIA.

La rata se colocd en posiciédn supina con 1inclinacién
cefalica y se sujetd con ligas a las cuatro argollas del soporte.
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APENDICE II

ABREVIATURAS

ova

GRC

NK
19-OH-PEG1
19-OH-PGE2
PGE2

ADN

CFA

GRUPO A
GRUPO B
GRUPO C
IgM

IgG

ELISA

Al

A2

A3

B1
B2

B3

USADAS EN EL TEXTO

Ovoalbumina

Globulos rojos de carnero

Células asesinas naturales
19-Hidroxi-prostaglandina E tipo 1
19-Hidroxi-prostaglandina E tipo 2
Prostaglandina E tipo 2

Acido desoxi-ribonucleico

Células Formadoras de Anticuerpos
Ratas con vesiculotomia seminal
Ratas con cirugia abdominal

Ratas control

Inmunoglobulina de clase M
Inmunoglobulina de clase G

Inmuno ensayo enzimatico

Ratas de 6 meses vesiculotomizadas
Ratas de 9 meses vesiculotomizadas
Ratas de 12 meses vesiculotomizadas

Ratas de & meses con cirugia
abdominal

Ratas de 9 meses con cirugia
abdominal

Ratas de 12 meses con cirugia
abdominal
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Ci
c2
C3
PBS-T

ANOVA

CPA

CD4

cp8

cD3
1,4,5-1P
DAG

AMPc

GMPc

Ratas de 6 meses control

Ratas de 9 meses control

Ratas de 12 meses control

Buffer Fosfatos Salina - Tween
Analisis de Varianza

Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Células Presentadoras del Antigeno
Receptor de linfocito T cooperador
Receptor de linfocito T citotoéxico
Receptor de linfocito T

Inositol 1,4,5 trifosfato

1,2 Diacilglicerol

Adenosin monofosfato ciclico

Guanidin monofosfato ciclico
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