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RESUMEN

RUIZ CORTES MAR{A DE LOURDES: ESTUDIO COMPARATIVO DE
LAS FRACCIONES PROTEICAS SERICAS EN LOS RATONES CD 1,
ALOPECICOS et/et Y PORTADORES ef/+, MEDIANTE ELECTROFORESIS.
(bajo la direccion de: Francisco Javier Basurto Alcdntara y Daniel Atilano
Lépez).

El rat6n desnudo et/et ha sido considerado como hipotimico; presenta
alteraciones en los mecanismos de defensa ya que en él se manifiesta una
gran predisposicion a procesos infecciosos, por lo que se sospecha que tiene
una inmunodeficiencia. En el presente trabajo se evaluaron las fracciones de
protefnas séricas de ratones desnudos etfet machos y hembras,
comparédndolos con los heterocigéticos ey/+ y la cepa CD 1, mediante
electroforesis. S6lo se encontraron diferencias significativas en los
porcentajes referentes a la fraccién alfaglobulina de los machos et/et, lo cual
puede deberse a los elevados niveles de corticosteroides que informa Rosas
en esta variedad de ratones y que consecuentemente va ligado a un nivel
elevado de transcortina, que es la enzima encargada de metabolizar a esta
hormona en el higado. La transcortina estd clasificada como una
alfaglobulina. Con este trabajo no se pudo concluir si los ratones et/et son
inmunodeficientes.



ESTUDIO COMPARATIVO DE 1.AS FRACCIONES PROTEICAS SERICAS
EN LOS RATONES CD 1, ALOPECICOS et/fet Y PORTADORES et/+,
MEDIANTE ELECTROFORESIS.

INTRODUCCION:

Se considera inmunodeficiencia cuando existen alteraciones en
alguno de los mecanismos de respuesta inmune ( 13).

La inmunodeficiencia puede ser de origen genético o adquirido,
siendo el agente causal de este Gitimo substancias quimicas como farmacos,
agentes ffsicos como radiaciones y biolégicos comolos agentes infecciosos
(13).

La inmunodeficiencia genética puede ser inducida o espontdnea,
ambas se producen generalmente por mutaciones en los genes que
codifican para los 6rganos linfoides o para las células de la respuesta
inmune( 13).

Algunas de estas mutaciones han ocurrido en animales de
experimentacion y han generado lineas de investigacion (6).

A partir de su descubrimiento, la utilizacion de ratones con
mutaciones productoras de inmunodeficiencias, ha sido fundamental para
el progreso de diferentes 4dreas como la inmunologfa, infectologfa,
parasitologla, microbiologfa, oncologfa, genética, pgnotobilogla e
histopatologfa, entre otras (6 ).

Las mutaciones mas evidentes que se han presentado, son las

correspondientes a los ratones desnudos o atimicos (nw/inu) y a los

ratones inmunodeficientes comprometidos severamente, denominado en
ingles SCID (Inmunodeficiente severamente comprometido), el primero es
deficiente en linfocitos T, y el segundo en linfocitos Ty B. (6,14).

Se han descrito animales desnudos en los cuales su funcion
~ inmunolégica no se ha visto comprometida como en algunos cuyes y ratones
como el sha/sha ("SHAVE® rasurado) los cuales poseen sus funciones
inmunolégicas normales (6).
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ANTECEDENTES HISTORICOS DEL RATON DESNUDO:

En 1962 J.H. Isaacson y B.M. Cattanach publicaron por primera vez
la aparicion de ratones sin pelaje en una colonia cerrada, no
consangufnea, de ratones albinos en el laboratorio de virologfa del hospital
Ruchill en Glasgow, Escocia (6).

Esta mutacién fue detectada primero por el Dr. N.A. Grist, quien
envié ratones desnudos y normales de la misma camada al Instituto de
genética animal de Edimburgo, Escocia (6).

En este instituto el Dr. S.P. Flanagan, demostré que los ratones
heterocigéticos parael gen recesivo responsable de la mutacién ausencia de
pelaje son fenotfpicamente normales; asimismo, demostré por los datos
de segregacion que el fenémeno se debe a un gen recesivo que lo denominé
nude (desnudo) y cuyo simbolo genético es "nu" (6).

Otro de los hallazgos descritos por Flanagan, fue que estos
animales presentaron talla reducida y perfodos de vida mas cortos, un 100%
de mortalidad a la edad de 25 semanas, y una marcada mortalidad
infantil de hasta el 45% en las primeras dos semanas devida (6).

En 1968, M.N. Pantelouris describié que los ratones homocigéticos
recesivos para el gen nu (nu/nu) carecen de timo, mientras que los
hermanos de camada homocigoticos dominante (+/+) y heterocigéticos
(nu/+) presentan timo normal (6 ).

Los primeros usos experimentales se realizaron por J. Rygaard en
1969, quien realiz6 xenoinjertos de tumores malignos humanos; desde
entonwes, se ha aumentado el uso del ratén desnudo en diferentes disciplinas

©).
EL RATON ALOPECICO eyet:

Actualmente existe otro mutante alopécico, originado en 1985, que
proviene de la cepa del ratén albino CD 1 y que es denominado et/et. En
algunos lugares como el bioterio de la FES-Zaragoza, UNAM y ahoraenel
bioterio de ¢l departamento de Microbiologia e Inmunologfa de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, estos ratones viven y se
reproducen bajo condiciones convencionales de crianza a pesar de que



poseen las alteraciones siguientes: los machos poseen un 6rgano con las
caracteristicas histolégicas de un timo, pero con unpeso quees
aproximadamente la mitad a la de untimo normal, por lo que seles define
como hipotimicos; las hembras presentan en lugar de timo un drgano
linfoide similar a un ganglio linfatico, por lo que se les ha considerado
atfmicas(1, 10, 12).

La Dra. Rosas y colaboradores, en su estudio de las caracteristicas
reproductoras del ratén et/et mencionan los siguientes aspectos:

Los ratones et/et rechazan los xenoinjertos de piel (12).

La fertilidad de machos y hembras et/et es normal, pero en estas
tiltimas decrece con la edad (12).

La supervivencia de los ratones et/et al destete es de 80% comparada
conlos CD1(12).

Los ratones eY/et presentan un perfodo de vida de dos afios (12).

Las concentraciones séricas de corticosterona en los ratones et/et son
mds elevadas que en los CD 1 (11,12)

Las concentraciones de colesterol en las adrenales de los ratones et/et
son menores que en las delos CD 1 (11,12).

La presencia del gen puede ser identificada mediante biometria
hemtica en el conteo leucocitario, ya que los ratones e/et presentan una
poblacién de leucocitos y linfocitos mayor que las delos CD 1, mientras que
los et/+ presentan una cantidad intermedia entre las otras dos cepas (1).

ELECTROFORESIS :

La electroforesis se define como el movimiento de particulas cargadas |
eléctricamente en solucion, bajo la influencia de un campo eléctrico ( 14).

Si se somete un suero normal a electroforesis se separan diferentes
fracciones: albdmina, alfaglobulina 1, alfaglobulina 2, betaglobulina y
gammaglobulina (4, 14).
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ALBUMINA.

La albiimina es la mas pequefia y mas abundante de las proteinas del
plasma, se sintetiza en el higado, juega un papel importante en la regulacién
osmética y actiia como molécula de transporte. (4,13 )

Los casos con disminucién de albiimina sérica, en la mayoria de las
especies, se deben a un balance nitrogenado negativo, por ejerplo en
infecciones graves, traumas quirirgicos y accidentales, uremia, enferme-
dades gastrointestinales y en el infarto de miocardio (4, 13).

La analbuminemia refleja una insuficiencia en la produccién mas que
un aumento en su catabolismo (4, 13).

ALFAGLOBULINAS:

La fraccion alfaglobulina consta de un nimero de protefnas
diferentes de movilidad electroforética similar. La fraccion alfa 1 incluye
un namero de glucoproteinas y otros diversos componentes. Las
lipoproteinas alfa 1, son de significado clinico, importantes en el transporte
de lipidos. La antitripsina alfa 1 es-una enzima que se ha encontrado
disminuida en ciertas formas hereditarias de enfermedad pulmonar crénica.
La transcortina, globulina fijadora del cortisol y la globulina fijadora de
tiroides, migran también con la fraccién alfal (3,4,13).

Los componentes clinicamente importantes en las globulinas alfa 2
son la macroglobulina, la haptoglobulina que fijala_hemoglobina libre en el
plasma, y la ceruloplasmina de importancia en el transporte del cobre.
Ademds de la eritropoyeting, las  enzimas  colinesterasa,
lactatodeshidrogenasa y  fosfatasa alcalina, también migran con esta
fraccion (4).

Las globulinas alfa se encuentran aumentadas en procesos de
carcinoma metastasico avanzado y en necrosis celular aguda. Las causas de
niveles bajos de alfaglobulinas son la anemia hemolftica intravascular,
enfermedades hepéticas agudas y en enfisema pulmonar obstructiva
crénica (relacionada con disminucion en la antitripsina alfa1). (34).



BETAGLOBULINAS:

Estas incluyen las lipoprtotefnas beta que son de menor densidad que
las lipoprotefnas alfa, La hemopexina que fija el hem (pero no la
hemoglobina) y el plasminégeno, forma inactiva de la plasmina (que lisa los
codgulos de fibrina), la transferrina (siderofibrina) que fija y transporta el
hierro enel plasma, migra también enla region beta 1, como lo hacen
también la fraccion del complemento C'3 que es la mds abundante,
algunos de los otros componentes (C'2, C6 y C7) viajan en la fraccién
electroforética beta 2 (4,13,14).

También podemos encontrar en esta fracci6n a los polimeros de
inmunoglobulinas comolaJg My lalg A. (413,14)

GAMMAGLOBULINAS:

Mientras que las demds fracciones globulfnicas consisten en protefnas
no relacionadas que sélo comparten una movilidad electroforética comin;
las gammaglobulinas tienenuna propiedad vital en comtn : ia actividad de
anticuerpo. En esta fraccién se encuentran todos los tipos de anticuerpos
existentes (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). (4, 14).

Los valores normales de las fracciones séricas en el ratén son:
albimina 53%, alfaglobulina 14%, betaglobulina 19%, gammaglobulina
14% (9).



JUSTIFICACION:

Se ha observado que el raton alopécico et/et presenta anormalidades
en la resistencia contra procesos infecciosos, asimismo se ha demostrado
que tienen alteraciones en las células fagociticas (aumento de monocitos y
presencia de neutrdfilos hipersegmentados) (1), por esto mismo se
considera importante  estudiar sus mecanismos inmunolégicos, para lo
cual se propone evaluar por electroforesis, las concentraciones de las
fracciones protéicas séricas de animales clinicamente sanos, poniendo
especial atencion a la fraccion gammaglobulina.

L —— . S . . S——— et . ot e st 2t e . e



HIPOTESIS:

Si el ratén alopécico elfet es inmunodeficiente entonces presentard
disminuidas las concentraciones de las fracciones betaglobulina y
gammaglobulina en comparacién con el ratén CD 1 que es la cepa de
donde se segregd y no deberén existir cambios en las concentraciones de
albimina y alfaglobulina, asimismo se deberan observar diferencias entre
machos y hembras de cada grupo de ratones, debido a los estados

hormonales.

| Ottt i s s e, e teime i sraase v —— ————— —
-



OBJETIVO:

Determinar si existen diferencias en las concentraciones de las
fracciones  séricas  (albumina, alfaglobulinas, betaglobulina 'y
gammaglobulina) entre el raton de la cepa CD 1 , portadores (el/+),
alopécicos (et/et) y entre machos y hembras.

kTR TESIS WO BEBE
SAUR BE LA BIBLIGTECH

———— . o e | e
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MATERIAL Y METODOS:

Se utilizaron 60 muestras individuales de suero de animales
clinicamente sanos, dividiendo éstas en los siguientes grupos:

a) 10 machos CD1,
b) 8 hembras CD 1,
¢) 9 machos et/+,

d) 13 hembras et/+,
€) 10 machos et/et,
£) 10 hembras et/et,

todos ellos mantenidos bajo un sistema de alojamiento convencional de
bioterio.

Cada raton se sangr6 en blanco por via intracardfaca, anestesiado
previamente con éter; se obtuvo 0.3 ml de suero.

El suero obtenido secongel6 durante 1 semana hasta su uso.

Posteriormente los sueros se sometieron a electroforesis en acetato
de celulosa (Cellogel) utilizando una modificacion de la técnica de
Morilla (9), lacual consisti6 en cambiar algunas de las constantes de la
metodologfa tales como: solucién amortiguadora tris glicina (14.1g detrisy
22.6 g de glicina, en 1000 m! de agua bidestilada con un pH de 9.4), tiempo
de corrimiento (20 minutos), voltaje (200 v), tiempo de tincion (10 minutos),
concentracion de colorante (Ponseau al 1%), para asi ajustar la lectura del
patrén electroforético de suero de ratén.

Los fracciones fueron medidas mediante un espectrodensitémetroy
se obtuvo con este los porcentajes de las fracciones.

Posteriormente se cuantific6 la concentracién de protefna total en el
suero para hacer la conversion de porcentaje a miligramos por mi en cada
una de las fracciones, utilizando una modificacion de la técnica de Bradford
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(2). Esta técnica consiste en disolver albéimina en diferentes concentraciones
(1, 3,5 7,9y 10 mg/ml), preparados segin la técnica de Biuret (9, 5), y
colocar 5ul de cada dilucién incluyendo la muestra de suero, en papel filtro
whatman No. 1, previamente dividido en cuadros de 2 cm. Se dejan secar
las muestras a temperatura ambiente y se agrega por 15 minutos, 8 ml de
solucién tefiidora (50% de metanol absoluto, 10% de 4cido acético glacial,
40% con agua destilada y 0.1% de azul de Coomasie).

Posteriormente se lava por 30 minutos o hasta que el resto del
colorante no fijado, sea eliminado del papel, esto se realiza con la solucién
lavadora ( 50% de metanol absoluto, 10% de 4cido acético glacial y 40% de
agua bidestilada).

La lectura se realiza comparando la coloracién de la muestra problema
con la de los estdndares (M.V.Z. Danfel Atilana L, Comunicacion pmoml).

A los datos obtenidos se les aplic6 la prueba de Barttlet para
determinar la igualdad de varianzas con lo que se determiné aplicar las
pruebas de andlisis de varianza de Kruskall-Wallis y la prueba de U de
Mann-Whitney (7, 8).



RESULTADOS:
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Los valores de las medias de las porcentajes de protefna de las

fracciones electroforéticas de los ratones CD 1, et/+ y
cuadro No.1l, donde se puede observar que

significativas entre los tres grupos de animales.

et/et se muestran en el
no hubo diferencias

En el cuadro No, 2, se encuentran los valores medios de los
porcentajes de las fracciones electroforéticas segin el sexo de cada uno de
los ratones, mostrando que solo hubo diferencias significativas en los
machos et/et vs las hembras del mismo grupo.

cuadro 1

'Valores. medios de los potcentajes de
la concentracién de las diferentes ' -

fracciones de proteinas
séricas de los ratones
€D, et/+ y et/et

L . variedad-de ratén
Fraceién . [ o1 | et/s | et/st
protedes C o ooyl e p o
AN ] 63.235] 64.827]  62.445
RITaglobulinas .| 5.733] 4,141 6,215
Betaglopyl inas 22.428]  22,037] 21,825
[Ganmagiobulinas | 9.222]  9.05 343
R

& hembras de los ratones

5.467 {+) 8.9¢ 3.49

24.725] 22.8] 11.492 22.4 21.25

9.7 8.578 9,377 8.27 10.59
at/et
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DISCUSION Y CONCLUSIONES:

En las electroforesis de protefnas séricas, se puede observar que no
existen alteraciones en la inmunidad humoral, ya que todos los valores de la
fraccion gamma son semejantes en las tres lineas de ratones, y los cambios en
el porcentaje de albliminas descarta la posibilidad de problemas en la sintesis
de protefnas como serfa en los mielomas ( 9,13).

En la evaluacién de las alfaglobulinas tanto por grupo como por sexo
observamos que los ratones etfet y en especial los machos presentaron una
mayor concentracion de este grupo de protefnas, entre las cuales se
encuentran algunas enzimas como la transcortina que es una protefna
ligadora de los corticoides, y que se podrfa asociar a la hxpersecrecwn
glucocorticoide de los machos et/et (3, 4).

Dentro del grupo de las alfaglobulinas también se encuentra una
enzima ligadora de la eritropoyetina, la cual es el principal promotor de la
eritropoyesis. Basurto etal. observaron que los ratones desnudos presentan
una policitemia, lo que posiblemente se deba al efecto glucocrticoide, pero no
se descarta la posibilidad de una hipersecrecién de eritropoyetina (3).

Ya sea por la alteracion de los glucocorticoides o de la eritropoyetina en
esta variedad de ratones, el incremento de alfaglobulinas esté justificado.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir

1.-No se identifican alteraclones inmunolégicas ni fisiol6gicas en cuanto a
la sintesis de proteinas en las diferentes grupos de ratones

2.- La sintesis de las protefnas evaluadas en los ratones desnudos et/et y et/+
son iguales a los ratones CD 1.

3.- No se puede descartar la posibilidad de una mmunodefmencia con los
resultados obtenidos en este trabjo.

4.- No hay posibilidad de identificar Ia homocigosis de los genes de cada
una de las variedades de ratones mediante las concentraciones de proteinas
por electroforesis.
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