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I-RESUMEN

El empleo de especies animales como modelos de estudio ha contribuido a
dar respuesta a una gran cantidad de problemas relacionados con la
inmunologia y otras 4reas biolégicas; esto ha generado un crecimiento en
las tecnologfas de produccién de animales de experimentacion y un
aumento del nitmero cepas de animales con caracterfsticas genéticas bien
definidas. En este estudio se analiz6 el estado de una nueva mutante de
ratones desnudos conocidos como etfet (Mus musculus et/et), la cual
durante la crianza se ha observado que manifiesta signos de
inmunodeficiencia, tales como: predisposicién a procesos infecciosos y
parasitarios, una involucién anticipada del timo; asimismo. se han
estudiado otras caracterfsticas fisiologicas, entre las que se tienen:
Hipertrofia adrenal con hipersecrecién glucocorticoide y una maduracién
sexual retardada. Tomando como base las observaciones durante la crianza
y las que han sido producto de las investigaciones, se decidié evaluar el
estado inmunol6gico del raton desnudo et/et y compararlo con los CD 1,
cepa de la cual surgi6 y con los heterocigoticos identificados como et/+,
mediante la determinacién de las constantes fisiolégicas de: Numero de
leucocitos, - ‘linfocitos,” monocitos, "neutréfilos, - eosindfilos, baséfilos;
poblaciones de linfocitos CD4+, CD8+, CD3+, relacién CD4+:CD8+;
hematocrito, proteinas ~ plasméticas; ' porcentaje de - las - fracciones
electroforéticas de protefnas séricas, También se evalu6 la respuesta
inmune humoral hacia: toxoplasmas, leishmanias, eritrocitos de camero
(GRC) y albimina sérica bovina (BSA). Los conteos leucocitarios -y
diferenciales mostraron que en las poblac:ones de leucocntos, linfocitos, -
monocitos y eosindfilos fueron significativamente mayores en los ratones
et/et que enlos CD 1y no hubo diferencias con los et/+ . En las poblaciones
de basofilos, neutréfilos en banda y segmentados tampoco se observaron
diferencias en el nimero de células circulantes entre los tres genotipos de
ratones, sin embargo en los ratones desnudos el 89% presentaron
hipersegmentacién de neutréfilos, mientras que solo ‘el 10% de los
‘heterocigéticos lo manifesté y no se observd en los ratones CD 1. El estudio -
de los marcadores de superficie mostr6 que los ratones. etfet presentaron
diferencias en la poblacién de linfocitos T totales CD3+ y en los CD8+,
siendo superiores a los CD 1'y sin diferencia con los et/+. Los valoresenel
hematocrito fueron mayores en los ratones et/et y et/+ respecto a los CD 1.
En la cuantificacién de proteinas plasméticas, los ratones etfet presentaron R




menor concentracion con relacion a los ratones CD 1. Al estudiar las
proporciones de las fracciones electroforéticas de las protefnas del suero,
no se observaron diferencias significativas del porcentaje de las fracciones
entre las tres variedades de ratones, pero si se enconiro que los machos
et/et presentan una concentracidn significativamente mayor a las hembras
et/et en la fraccién alfaglobulina. Al inocular a los ratones con Toxoplasma
gondii se observé que los etfet no se afectaron como las otras dos
variedades, ya que comian, bebfan y se mantenfan mas activos durante la
infeccién; en la valoracién de anticuerpos contra el pardsito se pudo
apreciar que no hubo diferencias significativas en la concentracién de Ig M
pero si las hubo con la Ig G siendo el valor de lectura 0,165 para los ratones
et/fet y 0.095 para los CD 1. En los animales infectados con Leishmania
mexicana se observé que las tres variedades son resistentes al parésito, ya
que después de un mes desaparecian las lesiones en el cojinete plantar y no
fue posible su reaislamiento. En cuanto a la evaluacién por aglutinacién de
la respuesta inmune humoral contra glébulos rojos de carnero, no hubo
diferencias significativas en los titulos de anticuerpos, pero las muestras de
suero obtenidas de los ratones etfet presentaron fenémenos de zona al
realizar la prueba. En el estudio de formacién de placas hemoliticas no se
encontraron diferencias significativas pero si las hubo con respecto al
ntmero de células linfoides en bazo, donde se observé que los ratones et/et
presentaron 51 células/pl contra 97.5 en los ratones CD 1, mientras que los
et/+ presentaron un valor intermedio. En la evaluacién de la respuesta
inmune contra BSA no se encontraron diferencias significativas en el titulo
de IgM pero si las hubo con las IgG, correspondiendo el valor menor a los
ratones et/fet 'y el mayor a los CD 1. Con el andlisis de resultados se
concluye: a) en los ratones et/et la hipotimia no afecta los mecanismos de
respuesta celular y humoral lo cual podrfa explicarse por la existencia de
algiin mecanismo de diferenciacién extratimica. b) La diversidad de
respuestas de IgM e IgG observadas contra los antigenos utilizados en este
trabajo permiten sugerir la existencia de un desbalance en la sintesis de
linfocinas de los subgrupos de linfocitos T cooperadores de los ratones
etfet, donde las citocinas del subgrupo 1 se encuentran en mayor
concentracién que las del subgrupo 2. ) La predlsposmlén a procesos -
infecciosos que han sido observados en los ratones et/et y la -presencia de
neutrofilos con hipersegmentacién es indicativo de un trastorno de la
fagocitosis causada por las concentraciones de glucocortncmdes reportadas
en otros trabajos. d) La leucocitosis que presentan los ratones etfet y la-




linfopenia que hay en bazo es indicativo de una malfuncién de las
moléculas de adhesion como las adhesinas o selectinas en los leucocitos o
en organos linfoides.




IL- INTRODUCCION

El ratén (Mus musculus) es una especie que por sus caracteristicas
bioldgicas (corto periodo de vida y de gestacion, alta prolificidad, bajo
consumo de alimento, costos reducidos en su mantenimiento etc.) ha sido
ampliamente utilizado como modelo experimental en diferentes dreas de la
ciencia, entre ellas la Inmunologia. Melvold (1986) sefiala que se conocen
cerca de 1500 cepas y subcepas con caracteristicas bien definidas (63).

Las cepas de animales de laboratorio se han obtenido basicamente de tres
formas: Por mutaciones espontdneas, inducidas o por manipulacién
genética por cruzas consanguineas

Las mutaciones esponténeas, llegan a ser un dilema para el productor de
los animales de laboratorio, ya que pueden no manifestarse a la vista, o
bien expresar cambios que obligan a desechar animales (42).

La induccién de mutaciones se logra mediante las tecnologfas de la
ingenieria genética como la transgenia, las cuales consisten en la insercién
de pequenas porciones de ADN cromosémico en un huevo fecundado de
una especie determinada utilizando microinyectores antes de que se
fusione el pronticleo masculino con el pronticleo femenino, quedando de
esta forma, la caracterfstica 1mplantada en la nueva generacién de animales
(42). |

La obtencién de cepas por manipulacién genética es la que se realiza
conforme a una necesidad bien definida iniciando la purificacién genética
mediante sistemas de cruzas consangufneas y retrocruzas hasta lograr
manifestar el o los genes que codifiquen para la caracterfstica buscada (63).

Las variedades més empleadas en el estudio de la Inmunologla son los que -
presentan problemas con el sistema inmunocompetente, por ejemplo los.

ratones desnudos atimicos con el gen nu que carecen de respuesta celular; -
los que nacen con la inmunodeficiencia combinada severa (SCID); los
ratones con el gen bg que se caracteriza por una mmunodeﬁcwncna de
células NK; ratones con el gen hr que son alopémcos y presentan leucemia;
los ratones con el gen lIpr se asocla con linfoproliferacion,
hipergammaglobulinemia; los ratones con’el gen me presentan lesmnes =




subepidérmicas, con afectacion del color de pelo y piel, deficiencia de
células B en Bazo; el gen xid se manifiesta en los ratones con una respuesta
defectuosa de las células B a los antigenos timoindependientes, entre otros
y que todos estos han contribuido a conocer los mecanismos por medio de
los cuales se desarrollan diversas enfermedades incluyendo el cancer bajo
un régimen de inmunodeficiencia (42, 46, 63).

Otros ratones se crian por su capacidad para producir ciertas linfocinas o
interleucinas, o por su capacidad de resistencia a las infecciones
parasitarias o su susceptibilidad a padecer estas enfermedades (63).

Los usos que actualmente se les da a los animales de laboratorio son
multiples y se pueden resumir en 4 grandes grupos:

1.- Investigacién
2.- Docencia
a) dar objetividad a un proceso
b) capacitacién
3.- Produccién de biolégicos
4.- Constataciény control de calidad de fdrmacos y bxoléglcos




MARCO TEORICO
LINFOCITOS, MACROFAGOS y GRANULOCITOS.

Los mecanismos de respuesta inmune son integrados por linfocitos y
anticuerpos, monaocitos y macréfagos (Mg@S) y granulocitos, los cuales son
células y proteinas que componen al sistema inmunocompetente y
fagocitico-mieloide (52, 59, 81, 93). Su participacion es fundamental en los
pracesos inmunolégicos (59, 75, 81, 93).

La actividad de estas células es regulada por substancias endégenas como
las linfocinas, hormonas esteroidales como: glucocorticoides, dehidroepi-
androsterona, testosterona, estrégenos, progesterona y la Vitamina D3,
hormonas timicas, tiroideas e insulina o también pueden estar influidas
por substancias exégenas como lipopolisacdridos bacterianos, exotoxinas
bacterianas, azticares de hongos como el zymosan-A, protefnas virales, o
cualquier otro polimero orgénico de estructura compleja (1, 2,3, 5, 7, 10, 13,
17,19, 22, 26, 28, 36, 44, 52, 58, 59, 62, 67, 81, 92, 93, 102). :

LINFOCITOS.-

Los linfocitos son células pequefias, mononucleares, sin grénulos
citoplasmaticos; poseen un didmetro entre 6 y 10 pm, su cromatina se tifie
de azul intenso con el colorante de Wright. Con frecuencia se observan al
microscopio linfocitos més grandes que se llegan a confundir con los
monocitos, siendo la diferencia la relacién volumen citopladsmico-niicleo,
asf como Ia presencia de cordones en la paracromatina (29, 51, 81, 93).

Se han logrado distinguir varios tipos de: linfocitos de acuerdo a la
actividad que realizan y a los marcadores de superficie que presentan,
entre los que tenemos a los linfocitos B con inmunoglobulinas en su
superficie, los linfocitos T cooperadores con el marcador CD 4 lmfocxtos T
citotéxicos con el marcador CD 8 (6, 7,51, 81, 93) :

Algunas teorfas proponen la presencia de una subpoblamén de lmfocxtos T
supresores (24) y de hipersensibilidad retardada; sin embargo, actualmente
se sabe que los efectos supresores e inflamatorios de los linfocitos no son
producidos todos por una variedad especifica de células sino que las




linfocinas producidas por las variantes linfoides dan una gran diversidad
de acciones reguladoras, tal es el caso del Interferén gamma (IFN y) el cual
puede potencializar la respuesta inmune tanto celular como humoral y
puede a su vez inhibirla cuando disminuye la presentacién de antigenos (5,
23,28, 37,49, 59, 67 y 89).

Asi mismo se ha observado que el efecto regulador del IFN -y depende de
su concentracién en la sangre, teniendo como efecto inmunoestimulante a

las bajas concentraciones y como inmunosupresor a las altas cantidades
circulantes (32, 40, 87).

Actualmente se han encontrado linfocitos T cooperadores con el marcador
CD4+ y CD8+; También se han encontrado cierta exclusividad en la
secrecion de linfocinas por lo que se les ha identificado con las variantes 1,
2,3y p (LTcl, LTc2, LT3 y LTep) (20, 48, 51, 59).

Todos estas células presentan en comin antigenos de histocompatibilidad
de clase I (51, 59, 90). .

También se ha mostrado que puede ocurrir la diferenciacion extratimica de
los linfocitos, siendo su principal diferencia el tipo de cadenas de
aminodcidos que conforman a las moléculas receptoras de antigeno (TCR)

siendo para este caso las cadenas y y 8, a diferencia de las fijadas en timo

que son o y B (6, 7, 61, 71, 81, 99). Este fenémeno en un principio caus6
controversia al estudiar a los ratones desnudos atfmicos ya que se pensaba
en la existencia de un rudimento timico, el cual promovia la diferenciacién
celular. Sin embargo en 1992 Racha et.al, (80) presentaron las pruebas que

demuestran que los linfocitos se pueden diferenciar extratimicamente en

algunos otros érganos linfoides secundarios, como es el bazo, I piel (70), la
lengua (71) y el higado (99) :

MACROI'AGOS -

Los mcmocxtos corresponden a los macréfagos cnrculantes, son las células

~de mayor tamafio en la circulacién sangufnea (14-20 pum) (29). Contienen un

solo nicleo, lobulado en forma de rifion. Presenta un cxtoplasma

abundante. Su vida media en circulacién es de 1 a 3 dfas, después se dirige -

R



a los tejidos donde se transforma a macrofago, aumentando de tamaiio (20~
40 pm) donde permanece hasta poco méas de 60 dfas (29, 81).

La capacidad fagocitica de estas células se incrementa por la accién del
IFNy producido por los linfocitos, el cual al fijarse en su receptor
membranal es internalizado para promover la sintesis de ARN mensajero y
promover con esto el numero y calidad de las enzima lisosomales, el
nimero de lisosomas, un incremento considerable en el nimero de
receptores membranales y mayor capacidad de desplazamiento intratisular.
Una gran cantidad de linfocinas actiian sobre estas células modificando
ampliamente su comportamiento en los proceso de resistencia a las
enfermedades (37, 51, 59, 86, 89).

Los macréfagos también producen citocinas como las Interleucinas 1, 6, 8,
12 (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) y también algunos componentes del sisterna del
complemento (C') (51, 93).

Toda la linea de macrofagos también participan en los procesos de
regulacion de la respuesta inmune ya que estos se encargan de activar a la
hormona  Sulfato  de Dehidroepiandrosterona ~ (DHEAS) '
dehidroepiandrosterona (DHEA) por la sintesis de la enzima esteroide-
sulfatasa (40). La DHEA es una hormona de la corteza adrenal encargada
de regular la sintesis de IL-2 de los LTc1 que a su vez regula la produccién
de IFN «y, IL-6 e IL-10 (40). '

GRANULOCITOS.-

En este grupo celular existen tres variantes que son los neutréfxlos, ‘
eosindfilos y basofilos. : : :

‘ Los*granulocitos neutréfilos son células medianas de 12 pm en promedio,
mayores que los basofilos y menores que los eosinéfilos y monocitos. El

nicleo se tifie intensamente con el colorante de Wright y presenta diversas

formas, desde un niicleo redondo en células inmaduras (mlelocxtos) forma.
de banda en los juveniles y de 2 a 5 16bulos en las células viejas (29).




El neutrofilo posee granulos en su citoplasma, los cuales se tifien de un rosa
pélido con el colorante de Wright. Su vida media en circulacion llega a ser
de 6 dias (29).

Los granulos se clasifican en dos grupos:

1.- grénulos azurdfilos que contienen hidrolasas 4cidas, fosfatasa 4cida, a-
glucuronidasa, peroxidasa, muramidasa o lisozima y proteinas catidnicas
antibacterianas

2.- granulaciones neutrdfilas especificas, que contienen fosfatasa alcalina,
muramidasa, lactoferrina y colagenasa (29).

El neutrdfilo es una de las células mds activas en cuanto a fagocitosis,
responde a los estimulos quimiotacticos, participa, entre otras importantes
funciones, en los procesos de hipersensibilidad tipo III (68, 73, 92, 93).

En las cuentas leucocitarias durante procesos infecciosos se observa un
incremento en la relacién de bandas contra segmentados. Su maduracion y
capacidad de migracion se ven afectadas negativamente por la actividad de
los glucocorticoides (29).

Los granulocitos eosinéfilos presentan un tamafio promedio de 13 pm de
didmetro, presentan granulaciones de mayor tamafio que los. neutréfilos
que se tifien de color rojo brillante con colorantes que contengan eosina
(29).

El nicleo se ve raras veces debido a los granulos, sin embargo se tifie

menos  intensamente que  los - neutr6filos, Sus grénulos contienen -
peroxidasas, hidrolasas 4cidas e histaminasas, Parhcxpan tardiamente -en
los procesos inflamatorios y se incrementa su nimero en los procesos de
hipersensibilidad tipo I (29, 88, 89, 93). :

* Una de sus probables funciones es que participan en la regulacion negativa
‘de los procesos histaminicos (88). :

Los granulocitos baséfilos son células de un tamafio menor que los "

neutréfilos, con grénulos de mayor tamafio que se tifie con’ colorantes
bésicos, al igual que los eosméfxlos el nicleo rara vez es visible (29, 82 89,

%),




Sus granulos contienen heparina o substancias pseudoheparinicas,
histamina asf como 5-hidroxitriptamina (Serotonina) (81, 89, 93).

Los basofilos, a diferencia de otros granulocitos, sus granulos no son
lisosomas; son capaces de fijar a la Ig E en su membrana causando la
degranulacién por reacciones antigeno anticuerpo, en procesos atdpicos de
hipersensibilidad tipo I, mediante la activacién de los canales -
adrenérgicos que promueven el ingreso de calcio a la célula (51, 59, 81, 89,
93).

PROCESO DE ONTOGENIA Y DIFERENCIACION LINFOCITARIA.

En los mamiferos el timo y la médula 6sea son los drganos linfoides
primarios responsables de la produccién y maduracién o diferenciacién de
los linfocitos (6, 7, 8, 9, 16, 50, 51, 52, 58, 59, 81, 89, 93).

El timo se deriva embrioldgicamente del III saco faringeo. Estd formado
por una serie de l6bulos de células epiteliales, donde cada 16bulo esta
cubierto por una cdpsula de tejido conectivo (10, 59).

La parte externa de cada I6bulo, llamada corteza, muestra una densa
infiltracion de linfocitos, mientras que en la médula se observan las células
epiteliales con claridad (51, 59, 81, 89, 93)

La irrigacion sanguinea y el trdnsito celular va de la porcién cortxcal ala
medular (51, 59, 81, 89, 93).

El timo produce una serie de hormonas, las cuales, entre otras actividades,
comprenden los mecanismos de diferenciacion de los linfocitos,
estimulando la aparicién de los marcadores de superfxcxe de la serie CD
(Cluster de Diferenciacién) (v.gr. CD2, CD4, CD8, CD 11, CD 18, CD 45 etc.).
asi como la formacién de receptores membranales para hormonas,
linfocinas y antfgenos (3 7, 8,13,16, 17, 52, 58,59, 71)..

~ Los lmfocxtos son las umcas células que cuentan con receptores para todas

las hormonas del oxgamsmo (4, 15,36, 59).
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En el feto joven, las ctlulas linfoides son formadas inicialmente en la
membrana del saco vitelino, y luego en el higado. En el feto mayor o a
término y en los animales adultos, la fuente de células linfoides es la
médula dsea (10, 28, 59, 65, 100).

Una vez que se han formado las células, estas se dirigen a los érganos
linfoides primarios, siendo esta accién controlada por las hormonas
timosina f§3 y P4 , las cuales inducen la transformacion de linfocito
indiferenciado en protimocito (58, 100).

Posteriormente, una vez que ha ingresado el protimocito a la corteza del
timo se une a las células nodriza y se inicia la transformacién a timocito lo
cual indica el comienzo de la diferenciacién de la célula (59).

Las hormonas que participan en este proceso son la timosina fraccion 5 y
las timosinas ol y a7 (58).

En el proceso de maduracién de los timocitos se observa la aparicién y
desaparicion de antigenos de superficie, los cuales al parecer reaccionan
con su medio ambiente promoviendo la diferenciacién de los linfocitos (3,
7). '

También se ha observado en ratones la aparxcxén temprana de receptmes
para IL-2 en células CD 4-y CD 8- (6,8).

Una observacion que se realiz6 en cultivos de timo es que la IL-2
recombinante promueve la diferenciacién temprana de los timocitos (8).

En animales viejos, donde el timo ha involucionado, se puede dar una
diferenciacion extratimica, la cual al parecer ebt‘\ dada por el factor timlco :
sérico 0 tnmulma (17).

Los linfocitos derivados del timo realizan basicamente dos funciones, una
“corresponde a la actividad efectora y laotra a su capacndad reguladora (24,
39 48, 59).

‘Las funciones efectoras se caracterizan por la' reactividad que presentan
- para el rechazo de aloinjertos, respuesta. a hipersensibilidad tardfa,




inmunidad tumoral, donde la respuesta es manifiesta por la produccion de
linfocinas o por la actividad citotéxica de los linfocitos T (26, 54, 55, 59, 70).

Las funciones reguladoras se manifiestan por el control de la citotoxicidad
de las células T y produccion de anticuerpos, y que también estdn
influenciadas por la liberacion de linfocinas. Asi mismo estos efectos
reguladores pueden participar activamente en los mecanismos de
produccion de células de la médula 6sea como es la accién de la IL-3 y el
factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF)
sobre la produccién de PMN's y MS(28 39, 48, 57, 59).

INFECCION Y PROCESO INFLAMATORIO

El sistema inmune manifiesta diversas actividades para mantener la
homeostasis del organismo, entre estas encontramos la defensa contra
agentes infecciosos, los cuales, dependiendo de sus mecanismos de
patogenicidad podran causar dafio (5, 54, 75, 81).

Los mecanismos de defensa se pueden clasificar en dos grandes grupos, los
cuales son los mecanismos de resistencia y los mecanismos de defensa
especfficos y con memoria, siendo estos tltimos conocidos como
inmunidad (81, 85) .

Los mecanismos de resistencia inespecificos es la primer barrera a la que se
enfrentan los agentes infecciosos para tratar de hacer dafio (85, 89).

Si el microorganismo patégeno logra establecerse y multiplicarse en algin
érgano o tejido del cuerpo, se dice que hay una infeccién (79).

El agente mfeccmso causa dafio al organismo mediante la activacién de sus
mecanismos de patogenicidad, los que se pueden dividir en dos grandes
grupos que son la invasividad y la toxigenicidad (79).

Los agentes invasivos se caracterizan por su habilidad para multiplicarse y
diseminarse en el organismo y se dividen en dos grandes grupos que son
los que evaden la fagocitosis y los que la resisten ( 79) En términos muy
generales se puede afirmar que los microorganismos que evaden la




fagocitosis causan enfermedades agudas, mientras que los que la resisten
producen enfermedades crénicas (79).

La toxigenicidad se refiere a la capacidad de producir dafio mediante la
produccién y liberacién de toxinas (93).

Cuando ingresa un agente infeccioso al organismo, se activan una serie de
mecanismos de defensa inespecfficos, como son la via alterna del
complemento, la inflamacién y la fagocitosis, los cuales tiene por objetivo la
destruccién y eliminacién de la partfcula agresora (75, 81, 93).

El sistema del complemento est constituido por una serie de protefnas que
interactiian concatenadamente para destruir al agente patégeno. Durante
su activacion libera fracciones de protefna que toman otra actividad
bioldgica como serfa estimular la fagocitosis con factores quimiotacticos y
de opsoninas y el de promover la inflamacién mediante la estimulacién de
los canales alfa adrenérgicos de las células cebadas causando con esto la
liberacion de aminas vasoactivas y otros mediadores quimicos de la
inflamacion (81).

La inflamacién son cambios en la permeabilidad vascular de los tejidos
para permitir el paso de protefnas plasmdticas y leucocitos a los sitios de
daiio. Tiene diversas actividades tales como: drenar venenos, promover la
captura de particulas exdgenas, estimula la actividad de los fibroblastos
para la cicatrizacién, elimina células dafiadas por traumatismos, estimula la
contraccion del masculos liso para la eliminacién de parasitos intestinales y
pulmonares, entre otros, pero una de las funciones més importantes de la
inflamacién desde el punto de vista inmunolégico es la de captar antigenos
para permitir la sensibilizacion de los linfocitos (81, 89),

La inflamacién se inicia, por los cambios vasculares que ocurren cuando los

mediadores quimicos se liberan las células cebadas. (lustamma, 5-‘

hidroxitriptamina, tromboxanos, prostaglandinas, leucotrienos), de los
linfocitos ( Interleucina 2, Interferény. Factor inhibidor de la migracién de
los macroéfagos) o de los Macréfagos ( Interleucina 1, Interfeu’m a ) (78, 81,
89, 93)




El primer evenlo que ocurre por la liberacién de estas substancias es una
vasodilatacion, lo cual permite la extravasacién de liquidos sanguineos al
sitio de dafio para permitir asi la diapedesis leucocitaria (14).

Las primeras células en llegar son los neutrdfilos, los cuales son las células
fagociticas mas activas. También se inicia la activacién de las proteinas de
la coagulacién para proveer de un cinturdn de fibrina y evitar con esto que
el microorganismo se disemine por los tejidos conexos (14, 81).

En la mayoria de las infecciones con estos eventos es suficiente para
controlar al agente y evitar que la infeccién se convierta en enfermedad

infecciosa (89).

Sin embargo hay ciertos eventos en los que se requiere el apoyo de ofras
células fagocfticas y de linfocitos, por lo que estos liberan otros factores
quimioticticos para macréfagos y asf se inicia la migracién de estos a la
zona afectada junto con linfocitos (81, 92, 93).

El macréfago inicia la fagocitosis promoviendo la adhesion de su
membrana a la superficie del agente, posteriormente procederd a
englobarlo y formar asf el fagosoma, la cual es la vacuola fagocitica que
contiene al agente infeccioso (79).

Una vez formado el fagosoma se inicia la destruccién del agente, el cual
puede ser por dos mecanismos, uno es la explosién respiratoria por la
produccién de superéxidos (H20; - OH, etc.) y el otro es por enzimas
digestivas contenidas en los lisosomas (79, 97). :

Cuando el agente ya ha sido digerido, el macréfago sintetiza antigenos de
histocompatibilidad de clase Il a los que unir4 los epitopos de los restos del
agente para poder presentarlos a los linfocitos T cooperadores (79, 81).

"De los agentes infecciosos que resisten la fagocitosis tenemos que los
Mycoplasmas permiten la adhesién a la membrana del macréfago pero
evitan ser ingeridos; el género Salmonella resiste la produccién de
super6xidos; las bacterias del género My ycobacterium inhiben la fusién
fagosoma-lisosoma impidiendo asf ser digeridas; los protozoarios como el
Toxoplasma y Leishmania_resisten a las hidrolasas hsosomales, y por




tltimo tenemos a microorganismos como las Legionella y los Tripanosoma
que escapan del fagosoma evitando con esto su destruccion (79).

BIOLOGIA DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA UN
INMUNOGENO

La sensibilizacion de los linfocitos es variada y depende de la naturaleza
quimica del antigeno, asf como las células y citocinas que participen (23, 26,
38,43, 49) .

En los procesos de sensibilizacién una de las células mds importantes
aunque es prescindible, es la célula presentadora de antigenos (CPA ) la
cual interactia con los linfocitos en su activacion (11, 31, 81).

La CPA produce IL-1, generando con esta la activacién de los linfocitos T y
B, también estimula al hipotslamo para la produccién del factor liberador
de las corlicotropinas para promover la liberacién de la hormona
adrenocortico-tropica (ACTH), que induce la liberacién de glucocorticoides
en la corteza adrenal, Por otro lado la IL-1 puede actuar sobre los centros

termorreguladores en el hipotdlamo promoviendo fiebre, induce también la -

produccion de endorfinas causando sedacion y suefio (4, 5, 66, 92, 95).

La CPA también puede generar otras interleucinas que modifican la
actividad de los linfocitos, tal es el caso de la IL-4, IL-6 que acttian sobre los

linfocito B, la IL-8 la cual es un poderoso factor quimiotéctico para células

fagociticas, y la IL-12 que sinergiza con el IFN~=y de los linfocitos en el
control y erradicacién de parésitos intracelulares mediante la activacién de
la fagocitosis (21, 31, 49, 59, 81). S

La activacién de los linfocitos B puede ocurrir basicamente de tres formas
1.- la captacién de antigeno libre por parte del linfocito mediante sus
anticuerpos de membrana (BCR), 2.- por el contacto membranal con una
CPA o 3.- por la colaboracién con citocinas de un linfoctito T cooperador,
principalmente del subgrupo 2 que libere IL-4 e IL-6 (21, 22, 31, 59, 61, 81,
93).

El linfocito B se puedé sensibilizar mediante la captura antigeno libre con

su BCR; cuando el linfocito se activa de esta forma se transforma en célula
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de memoria y célula plasmatica la que dara respuesta inmune humoral con
la produccion de IgM (81).

Se puede dar la sensibilizacion del linfocito B en la interaccién con un
macréfago o CPA que haya fijado el EPITOPO al antigeno de
histocompatibilidad de clase II (MHC-II), con lo que se conforma una
interaccién identificable por el BCR del linfocito (59, 81, 89, 93). Cuando el
EPITOPO es presentado a un linfocito B por esta via, la CPA libera IL-1 e
IL-6 que promueve la activacién del linfocito estimulando la sintesis de
proteinas y este se diferencia en célula plasmatica y célula de memoria. La
célula plasmatica inicia la liberacién de anticuerpos que pueden ser de la
clase IgM, IgA, o IgG (12, 31, 59, 61, 81, 89, 93).

Cuando el antigeno es timodependiente y requiere de la participacién de
los linfocitos T cooperadores el linfocito B puede ser activado mediante la
interaccién con interleucinas de los linfocitos T CD4+ del subgrupo 2. La
IL-4 promueve la sintesis de IgE y de IgG1, mientras que la IL-6 estimula la
sintesis de IgA, IgM e IgGx. Cuando se lleva a cabo este mecanismo de
activacion de linfocitos B la respuesta inmune es més duradera (31, 81, 93).

En la respuesta de tipo celular la presentacién de antigenos puede ser ante
un linfocito T cooperador CD4 de los subgrupos 1, 2, 3 o p, asi como a un
linfocito T citotéxico CD8+ (81).

Si el EPITOPO es presentado a un linfocito CD 4+, este se unird a la CPA
mediante la interaccién del TCR-EPITOPO-MHC-II y otras moléculas de
adhesién como la Molécula-1 de adhesién intracelular (ICAM-1) con el
antfgeno-1 funcional de linfocitos (LFA-1), mientras que el CD2 actiia con
el LFA-3, las cuales darén estabilidad a la mteracmén celular (14 26, 59, 81
89, 93).

Los efectos de la respuesta inmune en la sensibilizacién de un linfocito T
cooperador depende del subgrupo que participe en las interacciones
membranales con la CPA (48, 59, 81, 89).

La diferencia entre los subgrupos de linfocitos T cdoperador. radica en el
tipo de citocinas que liberan, donde tenemos que el subgrupo 1 produce la
IL-2, IFN v, y factor de necrosis tumoral § (TNF B ) las cuales participan




activamente en los procesos de respuesta inmune celular, mientras que el
subgrupo 2 libera IL4, IL-5, IL-6 ¢ IL-10, las cuales van directamente
asociadas con la promocién de sintesis de protefnas en los linfocitos B para
la produccion de anticuerpos, activacion de células cebadas, basofilos y
eosindfilos para promover y regular procesos de hipersensibilidad tipo I; el
subgrupo 3 s6lo produce IL-2 y el subgrupo p sélo se le ha identificado con
la produccion del factor de necrosis tumoral (TNF ) por otro lado tenemos
que los subgrupos 1 y 2 de linfocitos producen el TNF o, IL-3 y el factor
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) (figura 1)

48, 59).

figuns }
Resumen de las interacciones de las citocinas
de los linfocitos T cooperadores
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Existe la hipétesis de la existencia de un precursor para los subgrupos el
cual se ha identificado con el niimero 0 y que produce todas las variedades

de citocinas (59).

La CPA responde a los estimulos del IEN-y de los linfocitos T cooperadores
del subgrupo 1, el cual ha demostrado ser una de las citocinas mas activase
importantes para el sistema inmune (86)

El IFN se descubrié por sus propiedades antivirales de donde recibié el
nombre de INTERFERON porque interferia con la rephcacxén viral al =
estimular la sintesis de una protefna que inhibe la transcripcion del ARN
~.mensajero viral (86). Posteriormente se encontraron variantes bioquimicas
de la molécula (23, 40, 59, 81), a las cuales se les asoci6 con otras
propiedades, una de ellas es la activacion de M@S que consiste en




potencializar su accién fagocitica, incrementado el nimero de lisosomas, la
calidad de las enzimas lisosomales, estimula el metabolismo oxidativo en
monocitos y Mg$, lo que ha sido un factor fundamental en la eliminacién
total de pardsitos intracelulares como las mycobacterias, toxoplasmas,
legionelas, brucelas, histoplasmas, tripanosomas etc.; induce la expresién
de MHC-II en todas las células presentadoras de antigeno (88); promueve
la formacién de receptores membranales para la porcion F.c. de las
inmunoglobulinas, incrementando con esto la actividad fagocitica y
citotoxicidad mediada por anticuerpos que realizan las células K y
linfocitos T citot6xicos; sinergiza con la IL~6 para incrementar la sintesis de
IgG 2, antagoniza con la IL-4 para inhibir el “switch” a la sintesis de Ig E
(49). Se han estudiado las propiedades antitumorales de los interferones
mediante dos mecanismos bisicos: 1.- por el estimulo que produce sobre
las células NK y M¢S para estimular la sintesis y liberacién del factor de
necrosis tumoral (TNF) y actuar sinérgicamente con este y 2.- porque
inhibe el crecimiento celular (59).

Por altimo, al IFN se le ha asociado con efectos inmunorreguladores los
cuales dependen de la presencia y tipo de antigeno (59, 81, 86, 88, 89, 93,
98).

Se han detectado 3 variantes del IFN los cuales se identifican con las tres
primeras letras griegas, siendo el o producido por los leucocitos, el § por
los fibroblastos y células sométicas y el y producido por los linfocitos T y ®
(23, 40, 59, 86).

Se podria pensar que el IFN es el eje de'la regulacién de la respuesta
inmune, sin embargo la produccién de este obedece a la liberacién de otra
linfocina, la IL-2 ( 19, 20, 21).

Daynes et. al. mencionan que la desregulacx()n del sistema inmune en

ciertos estados patoléglcos del organismo (Infeccién por HIV, osteporosis,
enfermedades autoinmunes, senilidad, céncer, etc) es causado por =
variaciones en la concentracién de IL-2, y también agrega que cuando

disminuye la produccién de esta linfocina tiende a aumentar la sintesis de
IFN-y, de IL-6, TNF o. y B, alterando con esto la homeostasis del orgamsmo
(19,20, 21) :
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La disregulacion de la IL-2 es producto de la baja en la produccién de una
hormona de la corteza adrenal, la cual es la dehidroepiandrosterona
(DHEA) (19,20,21).

Durante la presentacion de antigenos, el linfocito T cooperador al recibir el
estimulo de la IL-1 reacciona produciendo la IL-2 la cual tiene el efecto de
factor de crecimiento promoviendo la expansion clonal de los linfocitos T
CD 8+ y sobre los linfocitos B; promueve la activacién de monocitos, ¢
incrementa los efectos citotdxicos de las células NK (11, 48, 59).

La IL-2 también tiene un efecto autécrino sobre el linfocito T regulando la
secrecién de otro producto que es el factor de necrosis tumoral TNF 3
(linfotoxina), el cual actta principalmente causando la lisis de células
infectadas por virus (48, 59).

Tanto el subgrupo 1 como el 2 de los linfocitos T cooperadores producen
también TNF a al cual se le ha asociado a la presencia de un signo clfnico
frecuente en ciertos padecimientos en los cuales la respuesta de tipo celular
es fundamental y este es la caquexia, la cual se manifiesta como un
deterioro general del individuo con una severa disminucién del peso
corporal y reduccién del volumen de tejido muscular (48, 59, 67).

- Los linfocitos T cooperadores del subgrupo 2 producen la IL-4, 5 y 6, las
cuales presentan un poderoso efecto en la activacién, diferenciacién de
linfocitos B y sfntesis de anticuerpos (48, 59).

La IL-4 promueve que el linfocito B modiﬁqtié el tipo de cadenas pesadas
de los anticuerpos, de p a €y v1 lo cual se manifestara en la produccién de
IgEelgG1(34,59). '

Se ha demostrado que la IL-4 es un antagonista del IFN y y se encuentra
directamente relacionada con la respuesta a los alergenos asf como en los
individuos at6picos (48, 59); existen variedades de ratones, como'la Balb/e -
que producen la IL-4 en niveles mayores que otros ratones y que presentan
- una predisposicién natural a las infecciones por pardsitos intracelulares
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como las bacterias del género Mycobacteritm, Brucella, Mycoplasmas,
protozoarios como el género Leishmania_entre otros (12, 34, 35, 56, 57, 98) .

La IL-6 promueve la diferenciacién de los linfocitos B a célula plasmética,
induce la sintesis de cadenas i, a y 2, incrementa la sintesis de anticuerpos
de la clase IgM, Ig A e Ig G, potencializa los efectos de la IL-4 promueve la
actividad efectora de los linfocitos T citotéxicos también puede estimular la
sintesis de protefnas a nivel de higado y su regeneracién (12, 21, 59, 89)
sinergiza con el IFN~, y en estados de disregulacién donde haya un
incremento considerable de la IL-6, activa a los osteoclastos produciendo
osteoporosis en ratonas (21)

En la figura 2 se presenta un resumen de las interacciones de las citocinas
en la regulacién de la respuesta inmune, donde el signo (+) indica la
estimulacion celular o sinergismo de citocinas y el (-) indica la supresién
celular o antagonismo de citocinas.

Figura 2
Inmunoregulacion por citocinas

IL-6

La IL-5 induce la diferenciacién temprana del lmfoc1to B a célula
plasmatica asf como la maduracnén de eosindfilos (59, 81).
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Otra citocina de interés es la IL-12, la cual es producida por MgS y
linfocitos B, que ha demostrado tener un efecto de activador de los
linfocitos T cooperadores del subgrupo 1, sinergiza con el IEN y lo cual se
manifiesta en un incremento en la resistencia a las parasitosis por
patdgenos intracelulares, promueve la expancion clonal de los linfocitos T
citotoxicos, asf mismo tiene una poderosa actividad reguladora negativa
sobre el subgrupo 2 de linfocitos T cooperadores, al que inhibe en la
sintesis de IL-4 (59).

La activacién de los linfocitos T citotéxicos CD8+ obedece a las
interacciones membranales del TCR con epftopes Dbiosintelizados
presentados en el contexto del MHC I. La sensibilizacién ocurre cuando
contactan estas moléculas; la célula citotéxica responde con la produccion
de perforinas o moléculas tipo TNF, con lo que promoverd la destruccién
de células infectadas por virus, tumorales etc. (59, 81).

El linfocito T citotéxico también se puede activar por la via de la
cooperacién celular mediante la recepcién membranal de IL-2 producida
por el linfocito T cooperador del subgrupo 1, la cnal promueve la sintesis
de substancias citot6xicas ademds de promover el crecimiento de la clona
(59, 81, 93). : '

RESPUESTA INMUNE CELULAR

Como se ha visto, el proceso de activacién de los linfocitos T es complejo ya
que es debido a la gran interaccién molecular que ocurre entre las
membranas celulares y las citocinas que se producen, sin embargo se puede
decir que las substancias que promueven directa o indirectamente la
destruccién del antfgeno en una respuesta inmune de tipo celular puede ser

de tres clases 1.- Citolisis por TNF f y perforinas las cuales principalmente

actdan en contra de células infectadas por virus, 2.- Necrosis por TNF a

que afecta principalmente a células tumorales y células alogénicas y 3.
Activacion de la fagocitosis por IFN-y que consiste en un incremento de la
citotoxicidad por células fagociticas en la defensa contra agentes infecciosos
que resisten la fagocitosis (59 81, 89, 93 94).

R_ESPUESTA INMUNE HUMORAL
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Una vez que ha quedado sensibilizado un linfocito B se inicia la respuesta
inmune (59, 81, 89, 93).

La respuesta de tipo humoral consiste en la sintesis de anticuerpos, donde
la clase variard segun la especie, dependencia timica del antigeno y de la
influencia paracrina de las citocinas (12, 33, 59, 76).

Una vez que se han liberado los anticuerpos, estos se unirdn a} antigeno,
produciendo asf una reaccién antigeno-anticuerpo (R-Ag-Ac) (59, 81, 89,
93).

Los efectos Dbiol6gicos variaran dependiendo de la clase de
inmunoglobulina y del sitio donde haya ocurrido la reaccién por lo que
tenemos:

1.- Reacciones de neutralizacién: estas consisten en la unién del anticuerpo
a un receptor del antigeno o cualquier otro sitio activo, con lo que la
molécula identificada como extrafia al organismo pierde toda actividad
biolégica. Comiinmente ocurre contra virus, exotoxinas bacterianas y
microorganismos mdviles (59, 81, 89, 93).

En este mismo tipo de reacciones podemos encontrar a las aglutininas, las
cuales se manifiestan mediante la formacién de conglomerados a causa de
una R-Ag-Ac. Este tipo de efecto se observa cuando los anticuerpos estdn
dirigidos contra células o cualquier otro cuerpo particulado (por ejemplo:
bacterias, eritrocitos, espermatozoides, particulas de latex etc.) (59, 81, 89,
%). ; . D

Otra actividad neutralizante es la producida por las precipitinas, siendo -
producida por una R-Ag-Ac que precipita. Este fen6meno se observa
cuando la inmunidad va dirigida contra protefnas (por e]emplo enla
enfermedad del suero) (59, 81, 89, 93).

2.- Reacciones de cntotoxxcndad humoral; esta es una R—Ag-Ac que induce a
la fijacién del complemento, el cual destrulré a cualquier tipo de célula (59,
81, 89, 93).
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El sistema del complemento esté integrado por una serie de protefnas con
un poderoso efecto jonizante que causa perforaciones (efecto de Donnan)
en la porciones externas de las células (cdpsulas, paredes, membranas),
produciendo con esto cambios en la presion osmoética que deriva en el
estallamiento de la célula, pero este es el menor de los efectos biol6gicos ya
que durante su activacién se liberan fracciones de las moléculas originales
y que toman otra actividad como la de producir inflamacién al promover la
liberacién de aminas vasoactivas de las células cebadas y baséfilos, o de
actuar como factores quimiotacticos para atraer a las células fagociticas al
sitio de dafio, o simplemente funcionar como opsoninas para facilitar la
fagocitosis (59, 81, 89, 93). Las proteinas del complemento son sintetizadas
en los MgS, higado y células epiteliales del intestino (93).

3.- Reacciones de opsonizaci6n: las células fagociticas sintetizan receptores
para la porcién F.c. de las inmunoglobulinas, facilitando la fagocitosis del
antigeno que se encuentre unido a los anticuerpos (59, 81, 89, 93).

4~ Anticuerpos reagfnicos: son las inmunoglobulinas que tienen la
propiedad de unir su porcién F.c. a la membrana de células cebadas o de
basofilos. Al producirse la R-Ag-Ac estimula la actividad de los canales a-
adrenérgicos, promoviendo el ingreso de calcio a la célula, causando con
esto- que se degranule y libere las aminas vasoactivas generando asi un
estado inflamatorio. Este es el principal mecanismo de eliminacion de
pardsitos intestinales y de reacciones alérgicas. Los anticuerpos
involucrados en este tipo de reaccion son las IgE (34, 48, 59, 81, 89, 93).

RATONES DESNUDOS
EL RATON DESNUDO AT{MICO “nu/nu”

La primera publicacion relacionada con los ratones desnudos fue en el afio’
1962 por J.H. Isaacson y B.M. Cattanach, quienes describieron la aparicion
de ratones sin pelaje en una colonia- cerrada, no consanguinea, de ratones
albinos suizos, la cual era mantenida en el laboratorio de virologfa del -
hospital Ruchill en Glasgow, Escocia. En 1966 el Dr. S.P. Flanagan
describi6 el comportamlento genético del raton desnudo y lo asoci6 a la
“presencia de un gen autosémico recesivo al que denominé "nude"‘
(desnudo) cuyo simbolo genético es nu (42 84)
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En 1968 , E. M. Pantelouris describié que los ratones homocigoticos
recesivos para el gen (u/itu) carecen de timo, mientras que los hermanos
de camada heterocigticos (m/+) y homocigoticos dominantes (+/+)
presentaban tiino normal, Describi6 una marcada leucopenia en los (nu/nu)
(815-3300 leucocitos/dl) mientras que los hermanos (+/+) presentaron
hasta 4 veces los valores leucocitarios y otros presentaron un nimero
intermedio a los que se les consideré heterocigoticos. Por este método de
conteo leucocitario se puede definir la heterocigosis de los ratones (m/+)
(42, 84).

Se han presentado algunas otras mutaciones relacionadas tanto con la
alopecia como con inmunodeficiencias (42, 93).

Se han descrito animales desnudos en los cuales su funcién inmunolégica
no se ha visto comprometida como en algunos cobayos y ratones como los
sha/sha ("Shave" rasurado) los cuales poseen sus funciones inmunolégicas
normales (42) .

Se han realizado cruzas entre los ratones desnudos (n/nn) y otras ratones
portadores de defectos inmunoldgicos como el gen DI que produce
asplenia y el hibrido produce un doble mutante (Dly/nu) denominado "lasat
mouse" (42).

EL RATON DESNUDO et/et

El rat6n et/et fue observado por primera vez en 1985 en una colonia cerrada
no consanguinea de ratones CD 1 en el bioterio de la Facultad de Estudios.
Superiores Zaragoza, la cual en ese entonces era la Escuela Nacional de
Estudios Profesionales Zaragoza de 1a UNAM(84).

El sistema de produccxén es seme]ante al empleado en los ratones desnudos
nu/nu, el cual consiste en:

1.- Produccién de portadores se aparea un macho et/et con 2 0 3 hembras

'CD 1. De las crias resultantes se seleccionan las hembras. quedando
identificadas como portadoras con el simbolo et/+ mientras que los machos
son desechados.
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2.~ Produccién de ratones et/et: se aparean 2 0 3 hembras et/+ con un macho
et/et. Al nacer las crfas se eliminan los machos portadores, los cuales son
identificados por la distancia ano-genital mayor y por la presencia de
vibrisas. Las crfas restantes solo habra machos y hembras et/et y hembras
portadoras, las cuales serviran para el reemplazo del pie de crfa.

Regularmente no se emplean hembras et/et en el pie de crfa ya que la
mayorfa de las crfas mueren después de algunas semanas de vida, como
consecuencia de la deshidratacién, ademds de que se ha observado que sélo
pueden producir una camada.

Durante el estudio de los ratones et/et se ha observado que:

En animales adultos los machos se caracterizan por presentar un timo
histol6gicamente igual al de los ratones normales, pero con un tamafio y
peso menor por lo que se les defini6 como hipotimicos, mientras que las
hembras presentan un rudimento tfmico, el cual se asemeja - histo-
l6gicamente a un nédulo linfoide por lo que estdn catalogadas como atimi-
cas (82, 84). Estudios recientes muestran que las caracteristicas lustolégxcas
del timo en la hembra se presentan s6lo en la etapa adulta pero no en la
prepuber. :

En animales ]évenes al destete, la unica observacién macrosc6pica es el
‘tamafio més reducido del 6rgano. Sin embargo se ha observado que ‘estos
animales presentan un periodo de vida mayor a los (/) en condiciones
convencionales de mantenimientoy no hay diferencias entre el ratén CD 1

y el et/et en lo que respecta al rechazo de xenoinjertos (Rosas etal.) (82 84) o

Durante el desarrollo dela colonia se ha observado tanto en machos como
en hembras, una marcada susceptibilidad a- problemas cutdneos como -
abscesos, dermatitis bacterlana y dermatomicosis asf como un incremento
en la frecuencia de parasitosis por Eimerias sp. neumonfas y uveitis
(cataratas) y signos clinicos de envejecimiento prematuro, con lo que se
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puede deducir que existe una falla en los mecanismos de respuesta
inmunolégical.

JUSTIFICACION:

Debido a las caracterfsticas que presenta el ratén desnudo elfet, que
manifiesta irregularidades en el desarrollo del timo, se considera
importante evaluar el estado inmunoldgico de esta variedad de ratén y de
esta forma proporcionar la informacién bésica necesaria para que sea
empleado como modejo de estudio para conocer los mecanismos que se
vinculen con las alteraciones del timo. Por lo que se propone evaluar la
respuesta inmune asf como algunas constantes fisiolégicas asociadas al
sistema inmunocompetente de este raton mutante.

HIPOTESIS:

Debido a que el ratén desnudo et/et presenta una hipotimia macroscépica y
una elevada incidencia de problemas infecciosos en piel, deberd presentar
variaciones en las poblaciones celulares de leucocitos (principalmente en
los linfocitos), asf como inmunodeficiencias en los mecanismos de
respuesta inmune,

OBJETIVOS

Conocer el estado inmunolégico que caracteriza al ratén desnudo
hipotimico (Mus musculus et/et) comparado con los ratones CD 1 y
heterocigéticos portadores (et/+) mediante:

1.- Analizar las constantes fisiologicas de poblacwnes celulares y proteinas,

séricas en los ratones desnudos et/et, enlos et/+y CD 1.

2.- Estudiar la respuesta inmune ante antigenos como los glébulos rojos de
carnero (GRC) y la albiimina sérica bovina (BSA) en los ratones desnudos
et/et,enloset/+y CD 1. .
3.- Evaluar la respuesta hacia parésitos como e] Toxoplasma gond y
Letshmama mexicana en los ratones desnudos et/et, en los et/+ yCD1

Labservaciones obtenidns durante la crianzn de los ratones uhllzados enel presenh.- estudlo, nun no
publicadas.
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METAS

1.- Evaluacién de la normalidad de células sangufneas mediante la
aplicacion de las metodologfas de:

-biometrfa hematica y cuentas diferenciales

~citofluorometria de flujo

2.- Evaluacién de la normalidad de protefnas sanguineas mediante:
~densitometrfa
-electroforesis en acetato de celulosa

3.- Evaluacion de la respuesta inmune contra GRC y BSA mediante:
-aglutinacién
-ELISA
-hemdlisis en placa

4.- Evaluacion de la respuesta hacia pardsitos mediante:
-ELISA
-observaciones clinicas.
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IIL- MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se dividié en dos partes: La primera fue para evaluar
las constantes fisiol6gicas de las poblaciones celulares y proteinas séricas, y
la segunda fue para evaluar la respuesta inmune a diversos antigenos.

Se emplearon animales adultos de 2 a 3 meses de edad, clinicamente sanos,
mantenidos bajo las condiciones de bioterio descritas en “Guide to the care and
use of experimental animals” y en Gufa de procedimientos adecuados de uso y
cuidado de animales de laboratorio y bioterio (72, 91) con control de ciclo de
luz oscuridad, cambio de cama de viruta de madera 4 veces por semana,
agua y alimento comercial ad libitun.

Antes de iniciar cualquier prueba, los animales fueron seleccionados,
marcados y colocados en jaulas de acrilico, divididos en grupos de 10
ratones por jaula y separados segun su sexo y variedad; se les practicaron
andlisis coproparasitoscopicos; se les observé durante una semana antes de
iniciar cualquier procedimiento para verificar la ausencia de enfermedades
en proceso. Al finalizar cada trabajo se sacrificaron y se les pracucaron
necropsias al azar.

Los animales fueron identificados segtin su variedad en: ratones normales
CD 1, ratones desnudos hipotimicos et/et y los heterocigéticos o portadores -

et/+.

1.- Determinacién de la normalidad de leucdcitos, cuentas diferenciales,
hematocrito y proteinas sanguineas de ratones CD 1, et/+ y et/et.

- Metodologia de conteos leucocitarios y cuentas difetenciales (18):

-Obtencu‘)n de sangre: medlante puncxén cardlaca utlhzando una.
jeringa con aguja del No. 27 y con antlcoagulante EDTA al 15% en
soluci6n salina fisiologica (SS.E.).

- se prepar6 una diluclén 1/20 con 4cido acético glacnal al 2% para la
eliminacién de eritrocitos y se mezcl6 por agitacion 3 segundos.

- se llen6 el hemocitémetro y se hizo el conteo de las- células
utilizando los cuadros grandes de las esquinas '
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- El célculo de la poblacion de células se obtuvo por la formula:

Recuento de leucocitos (cel / min') = (—ff—)((l)(lO)
cge

donde cc es el nimero total de células contadas, d es el factor de dilucién,
10 es el factor que transforma la superficie de los milimetros cuadrados a
volumen en milfmetros cibicos y cgc es el nimero de cuadros grandes
contados

- Para la cuenta diferencial se realiz6 un frotis en cubreobjetos, se tifi6
con colorante de Wright y se observé al microscopio contando 100 células
nucleadas y diferencidndolas en: monocitos, linfocitos, neutréfilos
segmentados, neutréfilos en banda, eosinéfilos y baséfilos, El mimero
obtenido corresponde al porcentaje de células. utilizando el namero total
de leucocitos y mediante una regla de tres se hizo la conversx(m de
porcentaje a No. total de células porml. .~

los resultados se evaluaron mediante las- pruebas‘:‘ U de Mann-
Whitney y el andlisis de varianza de Kruskall-Wallis (60, 64). :

- Determinacion del hematocrito (18): ‘
- Se llen6 un capilar con sangre con antxcoagu!ante y se sell6 al fuego

por uno de los extremos. ‘ ,

- Se centrifug6 en una centrifuga para mxcrohematocnto

- Se hizo la valoracion utilizando una regla de lectura de
microhematocrito, ajustando la regla al 100% en el volumen total de sangre.
y se obtuvo el porcentaje del paquete celular. e

-los resultados se evaluaron mediante las pruebas:’ Andlisis de ,
Varianza (ANDEVA) seguido de la prueba de Tukey, mientras que para
las dxferencnas por sexo se aplicé la prueba de t de Student(60 64).

-Determmacl(m de las poblacmnes de lmfocxtos T CD4+, CD 8+y CD3+
mediante técnicas de cltofluorometna de flujo (segun manual de
usuario). : :
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- Se utilizaron 60 ratones, los cuales se distribuyeron de la siguiente
forma; -10 machos CD 1, 10 hembras CD 1, 10 machos et/+, 10 hembras
el/+, 10 machos et/et, 10 hembras et/et

- Se tomaron muestras de 1 ml de sangre con EDTA.

- Se utilizaron 4 tubos para trabajar cada muestra de sangre, los
cuales fueron rotulados con la leyenda:

-tubo 1.- absoluto, tubo 2.- CD3, tubo 3.- CD4, tubo 4.- CD8

- para evitar dafios celulares se colocaron los tubos en un bafio de
hielo.

- en cada tubo segin su etiqueta se colocé 4l de conjugado anti CD3,
anti CD4 y anti CD8 (Serotec ®).

- a cada lote de tubos se le adicionaron 50pl de sangre de la muestra
carrespondiente y se agitaron '

- se incubaron los tubos 30 minutos en bafio frfo a 4°C con agitaciones
cada 10 minutos.

- se agregaron 2 ml de lisante ortho para eliminar los eritrocitos y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente,

- se centrifugaron las muestras a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, se
deseché el sobrenadante con una bomba de vacfo.

- el paquete celular se resuspendi6 en solucu‘m salina amortiguadora
de fosfatos y

- se obtuvo la lectura del porcentaje de cada subpoblamén en un

citofluorémetro  de flujo marca “Cytron Absolute Ortho Auto

Biosampler®” ajustando el gate manualmente a cada grupo de animales
segun su variedad genética

- Los valores que se evaluaron estadishcamente con las metodologias :
de Kruskall-Wallis y U de mann-Whitney (60, 64), fueron: poblacién de

linfocitos CD3+ (Totales), CD4+, CD8+y proporciénCDtl:CD&

- Determmacxén dela concentrac:én de proteinas plasméhcas (18).

Se colocé una gota de plasma en un densitémetro, la lectura se
realizé utilizando la escala de valores con que cuenta el aparato donde el
- valor de la densidad es equivalente a la concentracxén de proteina
plasmatica por cada 100 m! de sangye.

--los resultados se evaluaron mediante laq pruebas' Analisis de

Varianza (ANDEVA)de un factor al azar seguida de una prueba de Tukey
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para diferencias entre grupo y la prueba T de Student para muestras
independientes para las diferencias entre sexo (60, 64).

- Determinacion de la concentracién de las fracciones séricas mediante
electroforesis zonal en acetato de celulosa (69).

-Obtencién de la muestra de suero: se realizd mediante la puncién
del seno infraorbitario con tubo capilar, dejando coagular la sangre y
centrifugando a 3000 r.p.m. durante 15min..

-Técnica electroforética: se aplic6 la muestra sobre la tira activada de
cellogel se contacta con los electrodos con solucién amortiguadora tris-
barbital o tris-glicina, se aplicaron 200 volts con 7.5 mA durante 30 min.

- Interpretacién: se tifié el gel con colorante de Ponceau y se decoloré
con solucién lavadora a base de agua-metanol-acido acético. Se pas6 a una
solucién transparentadora a base de é4cido acético y se lee en un
espectrodensitémetro con graficador.

- Los resultados se evaluaron estadfsticamente medmnte el andlisis
de varianza de Kruskall-Wallis y la prueba de U de Mann-Whitney (60,
64).

2- Evaluacién de la capacidad de respuesta inmune

- Respuesta humoral contra parésitos mtracelulares (Yoxoplasma gondii)

-se inocularon ratones CD 1 et/+ y et/et con toxoplasmas que. se

obtuvieron de una semilla donada por el Instituto Nacional de
Laboratorios de Referencia y Epidemiologfa (INDRE)y se hicieron los
pases en raton,

-se inocul6 0.2 ml del liquido ascitico de los ratones infectados a

ratones limpios, ajustando el inéculo al tubo No. 2 del nefelémetro de

McFarland. Se dejaron en reposo por 4 dfas y se obtuvo suero sangufneo
para la determinacion de la concentracién de antlcuerpos medxante la
técnica de ELISA (69).

- Técnica de ELISA: el anhgeno de Toxoplasma gondu (45) s
adsorbi6 en los pozos de placas de poliestireno (Nunclon ®).

- la placa se bloque6 con albiimina sérica bovma al 1% en SSAF para |

prevemr cualquler reaccién inespecifica.
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- se colocaron los sueros de los animales inoculados en diluciones de
1:40 y 1:80, y se lavo tres veces con solucién salina amortiguadora de
fosfatos-tween (SSAF-tween).

- se agreg6 el conjugado de anticuerpos de cabra anti-Ig M o anti-Ig
G de ratén unidos a peroxidasa de rabano picante (Serotec ®) y se
eliminan los excedentes mediante lavados con SSAF-tween.

- la reaccién se visualiza mediante la agregacion de F,0; como
sustrato de la enzima y como cromdgeno la ortofenilendiamina (preparada
al momento de uso con 40 mg de sustrato en 100 ml de amortiguador de
acido citrico 0.1 M y Na;HPO,0.2M , al producto final se [e adicionaron 40
pl de H>O; al 30%) que reacciona con la enzima peroxidasa de rdbano.

- se realizo la lectura en un espectrofotémetro o lector de ELISA a 492
nm.

-los resultados expresados como la densidad optica obtenida en la
lectura del espectrofotémetro fueron evaluados mediante un analisis de
varianza de Kruskall-Wallis para detectar las diferencias entre grupos y la
prueba de U de Mann-Whitney para las diferencias entre sexo.

-Respuesta a la inoculacién de protozoarios del genero Leishmania

-se inocularon ratones CD 1 et/+ y etfet con Leishmania mexicana
con una semilla donada por el Instituto Nacional de Laboratorios de
Referencia y Epidemiologfa (INDRE) en el cojinete plantar con una dosis
de 1 millon de promastigotes para evaluar los efectos del parasito en los
ratones y determinar si son utiles como medio de cultivo para esta
variedad de parésitos. _

-Evaluacién de la respuesta inmune humoral hacia globulos ro;os de
carnero,

-se inocularon 10 ratones de-cada variedad por via intraperitoneal
con 0.1 ml de glébulos rojos de carnero lavados y sedimentados por
centrnfugacnén sin sobrenadante .

-a los 5 dfas se sangraron para obtene1 el sueroy se samﬁcaron para
obtener los bazos.

-al suero se les aplico la técmca de aglutinacion para determmar el
titulo de anticuerpos, haciendo diluciones dobles seriadas del suero para
microaglutinacién en placas de poliestireno, iniciando en1/2.

-se agregaron eritrocitos lavados de carnero - diluidos al .0.5%, se.

agltaronyse dej6 reposar a temperatma ambiente hasta la formacién de
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un botén de sedimentacion en el pozo control, momento en que se hizo la
lectura.

-Prueba de placas hemoliticas (Técnica de Jerne 47, 77): los bazos
fueron disgregados y se prepard una suspensién de células en 4 ml de
medio minimo esencial de "Eagle", se contaron en un hemocitémetro y se
hicieron diluciones con el medio de cultivo.

-se suspendieron en 5 ml de agarosa al 0.75% con eritrocitos lavados
de carnero al 1% y se vaciaron en cajas de Peiri. se dej6 gelificar y se
incubaron a 37 °C durante 1 hora,

-se agreg6 complemento de cuye con 2 unidades hemolfticas y
nuevamente se incubaron a 37° C por 30 minutos.

-para detener la reaccion se colocaron en refrigeracién y se procedi6 a
hacer la lectura, mediante el conteo de placas hemoliticas.

-los resultados se evaluaron mediante las pruebas: U de Mann-
Whitney y el andlisis de varianza de Kruskall-Wallis (60, 64).

-Evaluacién de la respuesta humoral en la inmunizacién con albdmina
sérica bovina,

-se inocularon 10 ratones de cada variedad y de cada sexo con 30 pg
de albdmina sérica bovina por vfa intramuscular (74).

-al quinto dfa se sangraron en blanco para obtener el suero para la
titulacién de anticuerpos.

. -la evaluacién de los anticuerpos contra albamina sérica bovina se
realizé mediante la técnica de ELISA tal como se describi6 en la evaluacién
de la respuesta inmune a los Toxoplasma gondii, unhzando con]ugados
contraIg M e Ig G deratén (Serotec ®),

-los resultados se evaluaron mediante las pruebas' Anélisis de
Varianza (ANDEVA)de un factor al azar seguida de una prueba de Tukey
para diferencias entre grupo y la prueba T de Student para muestras
independientes para las diferencias entre sexo (60, 64) '
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IV.-RESULTADOS

Al obtener los resultados de las biometrfas hemédticas se practicé una
prueba de bondad de ajuste para determinar la normalidad de frecuencias
de los resultados de las poblaciones de leucocitos, y se abservé que
presentan una distribucion de frecuencias asimétrica positiva (60,64), por lo
que todo andlisis estadistico relacionado se evalué con pruebas de Kruskall
Wallis y U de Mann-Whitney (figura 3).

figura 3
Distribucién de frecuencias de la poblacién de leucocitos de ratén
Frecuencia .
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En el cuadro 1 se muestran las medianas de los conteos leucocntanos y
cuentas - diferenciales de las tres variedades de ratones; se observan
diferencias significativas en la poblacién de leucocitos, asf como en los
diferenciales de linfocitos, monocitos y eosinéfilos a una p<0.05,
correspondiendo el niimero mayor a los ratones et/et y el menor alos CD 1;
No se encontraron diferencias en las poblaciones de baséfilos, neutréfilos:
en banda y segmentados; sin embargo se observé la presencia de

neutrofilos con hipersegmentacion en 16 de las 17 muestras de los ratones

et/et en 2 de 19 de los ratones et/+ y no estuvieron presentes en los CD 1
(figura 4); no se observaron diferencias en las poblaciones de células
: angumeas de los ratones et/+ con relacién a los et/et yalosCD 1,y sus
valores siempre fueron intermedios.
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cuadro 1
Comparacién de las medianas
de las poblaciones de células sangufneas (0)
de los ratones CD 1, et/+ y et/et

poblacién celular ratones
CD1 el/+ et/et

leucocitos 6,225 6,500 (*) 9,300
linfocitos 3,461 4,355 (*) 4,836
monocitos 254 350 (*) 544
bandas 0 0 0
segmentados 1,593 1,740 1,843
eosindfilos 50 252 (*) 267
Milos 0 0 0

(0) Células por mililitro de sangre
(*) p<0.05 vs CD 1 (Kruskall-Wallis)

figurad

Presencia de neutréfilos
hipersegmentados en los
Muestras sanguincas de ratones
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En el cuadro 2 se muestran las medlanas de las poblactones de leucocitos y
diferenciales de los ratones CD 1, donde se hizo el estudio estadistico
tomando como base los resultados por el sexo de los animales. S6lo se
encontraron diferencias en la poblacién de lmfoc:tos, en la que fueron
sngniflcatnvamente mayores las hembras con p<0.05; no se observaron
diferencias en el resto de las poblaciones de células sanguineas.
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cuadro 2
Comparacién de las medianas
de las poblaciones de leucocitos (0)
de Jos ratones CD 1

Poblacién machos hembras
celular
Leucocitos 5,950 6,300
Linfocitos 2,791 (*) 4,569
Monocitos 312 185
Bandas 0 ] 0
| Segmentados 1,856 1,512
Eosindfilos 61 0
Baséfilos. 0 0

(0) Células por mililitro de sangre
*) p<0.05 vs machos { U de Mann-Whitney)

En el cuadro 3 se presenta la misma evaluacién pero sobre los ratones et/+,.
donde también se observé que las hembras presentan una mayor
linfocitosis que los machos con p<0.05; al igual que en los ratones CD 1 no
se observaron diferencias significativas en las otras poblaciones celulares.

cuadro3
Comparacién de las medianas
de Jas poblaciones de leucocntos )
de los ratones et/+

Poblacién machos - hgmbrqs

celular : s
Leucocitos - 94001
 Linfocitos 34000 - - (*)5543)
Monacitos AR . A SRR
Bandas .. ¢ L i I - : 0‘,-
Segmentados 1,7761 1,296
Eosinéfilos Ny 1) IRy /3 ER
Basofilos . RIS ] EERTANRARIC T, ') AR

- §(0) Células por mllilitto de sangre

¢ 250 05 vs machos (Ude Mann-Whimex) B S

: En el cuadro 4 se presenta la evaluacxén de leucocxtos y cuentas
diferenciales por sexo de los ratones et/et , y al igual que en las otras dos.

variedades. S6lo se observaron diferencias significativas en la poblac1611 de
linfocitos de las hembras, las cuales fueron mayores ala de los machos con

ps0. 05; no se encontraron dxferencnas en hs demés células
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cuadro 4
Comparacién de las medianas
de las pablaciones de leucocitos (0)
de los ratones et/et

Poblacién machos hembras
celular

Leucocitos 8,700 10,050
Linfocitos 3,861 {*} 6,999
Monocltos 410 650
Bandas 0 0
| Segmentados 1,836 1,941
Eosinéfilos 292 215
Basofilos 0 0

(0) Células por mililitro de sangre
{*) p<0.05 vs machos (U de Mann-Whitney)

En el cuadro 5 se presenta la comparacién de las medianas obtenidas al
estudiar los linfocitos por citofluorometrfa donde se confirman los
resultados obtenidos de esta poblacién celular en las biometrfas hematicas,
ya que nuevamente se aprecié un aumento en los linfocitos T totales de los
ratones etfet asf como un aumento en la poblacién de linfocitos T8 en la
misma variedad de animales con relacién a los ratones CD 1 a una p<0.05;
los resultados observados en-la proporci6én de linfocitos T4T8 no hubo
diferencias significativas ni con los portadores et/+ ni con los CD 1 ; no hubo
diferencias en la poblacién de linfocxtos T4 enh‘e las tres vanedades de ratén,

cuadro5 ‘

Comparacién de las medlanas de los porcenmjes

y proporciones de las diversas poblaciones de linfocitos T.
delos tatones CD l, el/+ y etfet

Poblaciéncelular - §: . vmedld de ratén
S CD1 eV# et/et
finfocitos T4 - §. - 11%{ 0 14%] - 19%f
linfocitos T8 - ) - 5% 8% o (N9%)
JproporciénT4T8 - § - - 254] - 1881 187
linfocitos Ttotates § ~~ - 20%] ~ -~ 27%] - (*)40%

}*=p<0.05 vs CD 1*; u.n-wmu)

En el cuadro 6 se- resumen los resultados obtemdos por sexo en la
citofluorometria de los linfocitos T en los ratones CD 1; donde se indica que
hubo diferencias en la poblacién de ratones machos con relacion a las -
hembras en los grupos celulares CD 4 y linfocitos T totales CD3+ con
p<0.05. No se ‘encontraron- diferencias en los linfocitos T8 ni en la
proporcién T4:T8 entre ambos 5exos. R
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cuadro 6
Comparacién de las medianas
de las diversas poblaciones de linfocito T
de machos y hembras de los ratones CD 1

Poblaci6n celular machos hembras
Hinfocitos T4 (*) 9% 17%
linfoclios T8 4% 6%
proporcion T4:T8 227 2.69
linfocitos T totales (*) 12% 2%

(*) p<0.05 vs hembras (U de Mann-Whitney)

En el cuadro 7 se presentan los porcentajes de linfocitos para las muestras
de los ratones et/+. Se encontré que no hubo diferencias entre los sexos de
esta variedad de ratones con la prueba de U de Mann-Whitney.

cuadro 7
Comparacién de las niedianas
de las diversas poblaciones de finfocito T
de machos y hembras de Jos ratones et/+

Poblacién celular machos hembras
linfocitos T4 13% - 16%
linfocitos T8 : 8% ‘8%
| proporcién T4.T8 1.83 1,88
linfocitos T totales . 26% 27%

in el cuadro 8 se presentan los resultados de la citofluorometria de
linfocitos de los ratones elfet para los cuales tampoco hubo dxferencras
entre sexos,

cuadro 8 B
Comparacién de las medianas
de las diversas poblaciones de linfocito T

demachos x hembras de los fatones elfet ‘
machos

¥ Poblacitn celular m: hembras - -
linfocitos T4 . 14%( - 2%
linfocitos T8 e ~ o B% : 12%
proporcitn T4:18 - 22| 173
linfocitos T totaleS' ' 36%] . 45% )

Una caracteristlca 1mportante a resaltar es que en la mayoria de los
resultados (excepto en la relacién T4T8 de las hembras el/et) el valor
mayor cotrespondi6 a las hembras en las tres variedades de ratones.
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Al evaluar estadfsticamente el hematocrito se encontraron diferencias
significativas entre las medias de los grupos CD 1y etfet con p< 0.05
(cuadro 9); se observa que el valor menor correspondi6 a los ratones CD 1.

cuadro 9
Comparacién de medias de
hematocrito en ratones CD 1, el/+ y et/et
variable CD1 ot/+ et/et
hematocrito (1_32; 1.84% 415+1.34% 41.5+099%
ps0.05 vs et/et (ANDEV A)

En el cuadro 10 se presentan los resultados de la evaluacién estadistica de
las medias de la concentracién de protefnas plasméticas de los ratones CD
1, et/+ y etfet , donde se observé que el valor de la concentraciéon media de
protefnas de los ratones et/et fue significativamente menor con relacién a
los ratones et/+ y CD 1 con p< 0.05 al aplicar la prueba de Tukey.

cuadro 10
Comparacién de medias de concentracién (g/di) de
_proteinas plasméticas en ratones CD 1, et/+ vy et/et
variable CD1 el/+ et/et
proteinas Elasmdﬁcas 7.240.139g/d1{ 7.3+ 0.16654dl (*) 6.8+ 0.145¢/dl
ps0.05vs CD 1y et/+ . (ANDEVA) »

Asimismo en la evaluacién por sexo se pudo apfeciar que hubo diferencias
en las hembras de los ratones CD 1 con relacién a los machos de la misma
variedad a una p=0.04 (cuadro 11), utilizando la prueba de T de Student.

cuadro 11 : =
Comparacién de las medlas de la
concentracién de protefnas plasmaticas
entre machos y hembras de los
_ratonesCD 1
ratén . machos hembras
[CD1 751 £0173g/d1| (1) 696 £ 0.105p7dl
'-250.05 vs machos CD 1(T g_e' Student) : )

En el cuadro 12 se resumen los resultados por sexo de los ratones et/+,
donde se encontré que no hubo diferencias significativas entre las medias de -
la concentracion de protefnas plasmaticas por sexo de estos ratones.
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cuadro 12
Comparacién de las medias de ln
concentracion de protefnas plasméaticas
entre machos y hembras de los

ratones el/+
raton nachos hembras
el/+ 7.26 0.175¢ /d! 7.28 3.0.157p/d!

En el cuadre 13 se muestran las medias de la concentracién de proteinas
plasmaticas entre machos y hembras de los ratones. al aplicar la prueba t de
Student no se encontraron diferencias significativas entre ellos para los

ratones etfet.

cuadro 13
Comparacién de las medias de la
concentracién de proteinas plasmaticas
entre machos y hembras de los
ralones et/et
raton machos hembras
et/et .76 +0.163 KL‘“ 6,70+0.127p/d! |

Los valores de las medias de los porcentajes de proteina de las fracciones
electroforéticas de los ratones CD 1, et/+ y et/et se muestran en el cuadro
14, donde se encontr6é que no hubo diferencias significativas entre los tres -
grupos de animales.

cuadro 14 .
Valores medlos de los porcentajes de
I concentracién de las diferentes fracciones
de proteinas séricas de los ratones
g) 1, el/+ y etfet
. variedad de ratén
Fraccién protelca EB 1 ceb/+ - etfet
[ Albvimina 63;23?& +2.8| 64.82% 2.5 62.44% + 2.8
Alfaglobulinas 573% 07| 414% +1.1 6.21% +1.2
| Betaglobulinas 242%+16] 2202% +16] 2182% +15
Gammaglobulinas 9.22% +15{ 9.05% +13 943% + 14

Al analizar estadisticamente las diferencias de las medias de Ia
concentracién de las fracciones de proteina sérica para machos y hembras no
se observaron diferencias significativas en los ratones CD1 (cuadro 15)
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cuadro 15
Comparacion de las medias de
los porcentajes de concentracién de protemas
séricas de machos y hembras
delos ratones CD 1

Fraccion proteica machios hembras

Albimina 64.11% £2.92 62.15% + 2.89
Alfaglobulinas 6.48% £ 0.80 4.80% +0.78
Betaglobulinas 20.59% +1.57 24.72% £1.79
Gamniaglobulinns 8.82% £ 1.30 9.72% + 1.70

Tampoco se observaron diferencias la concentracién de las fracciones de
protefnas séricas en los ratones et/+ (cuadro 16)

cuadro 16
comparacién de las medias de
los porcentajes de concentracién de protefnas
séricas de machos y hembras

de los ratones el/+
Fraccién protelca machos hembras
Albimina 63.26% +3.29 65.90% + 1.82
Alfaglobulinas 546% +2.75 3.22% + 0.56
| Betaglobulinas 22.80% £2.06{ = 2149% +1.14
Gammaﬂobullnﬂs 8.57% +1.29 9.37% + 1.41

Pero al hacer la evaluacién por sexo en los ratones et/et se encontraron
diferencias significativas en la concentracién de alfaglobulinas de los
machos con relacién a las hembras (cuadro 17) al aplicar la prueba de U de
Mann-Whltney

cuadro 17
Comparacién de las medfas de
los porcentajes de concentraclon de proteinas
‘ séricas de machos y hembras
de los ratones el/et

Fraccion proteica . _machos _hembras
Albtimina 6043% 3,041 - 64.46% £275(
Alfagiobulinas (+) 8.94% £ 1.81 3.49% £ 0.69
Betaglobulinas 2240% 1351 ' 21.25% £1.65

‘ Gammaglobuilnns .~ B27% £1.49] - 1059% £1.43

{(+)p= 0.026 machos contra hembras (U de Mann-Whimey)

Los experlmentos real 1zados con los parésxtos se ha observado lo siguiente:
Al inocular los toxoplasmas en los ratones desnudos hubo  resultados
contradictorios, ya que a las 48 horas algunos de los animales morfan
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(machos), mientras que los sobrevivientes se apreciaban en mejor estado que
los ratones CD 1 o los heterocigdticos, es decir, presentaban més actividad,
comian y bebfan y no habfa diarrea, aunque en la cosecha se obtuvieron
cantidades semejantes de Toxoplasma gondii ( un promedio de 3X105
organismos/ml por cada animal inoculado).

En la titulacion de los anticuerpos por el método de ELISA no se
encontraron diferencias significativas entre grupo de ratones en los valores
de las Ig M, pero si las hubo en las concentraciones de Ig G con p< a 0.02,
por el matodo de Kruskall-Wallis (60,64) encontrando que el valor mayor
correspondi6 a los ratones etfet y el menor a los CD 1, mientras que los
portadores quedaron intérmedios (cuadro 18).

cuadro 18

Comparacion de fas medias de las
lecturas de la densidad éptica
en fa prueba de ELISA
en la determinacion
de inmunoglobulinas M y G contra
Toxoplasma gondii de los ratones

CD 1, et/+y et/et
ralon CD1 et/+ etfet
g M 0456 0.514 0.536
IpG (*) 0.095 0,174 0,165

(*) ps 0.025 vs ei/+ y et/et (Kruskall-Wallis)

En el cuadro 19 se presenta los resultados par sexo de ratones CD 1, en la
determinacion de anticuerpos de la clase IgM contra Toxoplasma gondii
mediante la prueba de ELISA, sin encontrar diferencias significativas.

Cuadro 19

Valores medios de lus fecturas de
fa densidad dptica en fa prueba de ELISA
en la titulacion de inmunoglobulinas M
contra- Toxaplustua gondii en ratones
) machos y hembras CD 1

dilucion machos o hembras- )
1/40° 0.653 0652
1/80 0478] - 0.485

En el caadro 20 se presenta el resumen de resultados correspondientes a los
machos y hembras de los ratones et/+ en la determinacion de anticuerpos

)



IgM contra Toxoplasma gondii por el método de ELISA, donde tampoco

hubo diferencias estadisticas.

Cuadro 20

machos y hembras et/+

Valores medios de las lecturas de
Ia densidad 6ptica en Ia prueba de BLISA
en la titulacién de inmunoglobulinas M
contra Toxoplasma gondii en ratones

dilucién machos hembras
1/40 0.344 .772
1/80 0.213 0,543

En le cuadro 21 se observan los resultados de las lecturas de densidad
6ptica en la determinacion de anticuerpos IgM contra Toxoplasma gondii
por el método de ELISA en los ratones etfet sin encontrar diferencias

significativas

Cuadro 21
Valores medios de las lecturas de
la densidad éptica en la prueba de ELISA
en la titulacién de inmunoglobulinas M
contra Toxoplasma gondii en ratones

machos y hemnbras et/et
diluclén machos hembras
1/40 0.806 0,724
1/80 0579 0516

Se intent6 utilizar a los animales inoculados con Leishmanias como medio -
de cultivo para este parésito, sin embargo un mes después de la inoculacién
hubo regresién de las lesiones y no se Iogr6 el reaislamiento de los
protozoarios.

Al realizar la prueba de hemélisis en placa (prueba de Jerne) con linfocitos
de rat6n sensibilizado contra eritrocitos de carncro se observaron diferencias
significativas al evaluar los resultados (cuadro 22); donde se puede apreciar -
un valor menor en el niimero de células de bazo de los ratones et/et en
concomitancia con los CD 1 ; aunque no hubo diferencias significativas enel
nimero de placas hemolitxcas, se aptecxa un valor mayor para los ratones .

et/et
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Al analizar la correlacién de los resultados por el método de Sperman se
encontr6 la no correlacién en los ratones CD 1 con p=0.03 mientras que con

cuadro 22
Comparacion de las medianas de los
conteos celulares de bazo y de placas hemolfticas
de ratones CD 1, el/+ y el/et inmunizados con
eritrocitos de carnero

ratén CD1 el/+ et/fet
células de bazo/ 50p! 97.5 92 (*) 43
placas hemoliticas/ bazo 17 37 59

(*) p=0.029 vs CD1 (Kruskall-Wallis)

los et/+ y et/et si existi6 (figura 3).

u

figura 5
Correlaclén de Jos conteos de células de bazo con placas hemoliticas en
contedos ratones CD 1, el/+ y et/et

.bazo

En la evaluacion por sexo de las células de Bazo y conteo de placas
hemoliticas no se encontraron diferencia sxgmfxcahvas en los ratones CDh1

(cuadro 23)

T (*)=p=0.03

cuadro 23 :
Comparacion de las medianas de los conteos celulares de
bazo y de placas hemoliticas de ratones machos'y hembras
CD 1 inmunlzados con erltrocitos de carnero

5eX0 A machos hembras
células de bazo/ 5001 - - - 79 122
placas hemoliticas/ bazo - | 17]. C 170
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No se encontraron diferencias por sexo de las células de bazo y conteo de
placas hemoliticas en los ratones et/+ (cuadro 24)

cuadro 24
Comparacion de las medianas de los conteos celulares de
bazo y de placas hemoliticas de ratones machos y hembras
et/+ inmunizados con eritrocitos de carnero

SeX0 machos hembras
células de bazo/ 50ul 108 60
placas hemoliticas/ bazo 41 26.5

Aunque se observa un amplio margen de valores en las placas hemoliticas
de las hembras et/fet, no hubo diferencias significativas al realizar el anélisis
estadfstico de este pardmetro ( cuadro 25)

cuadro 25
Comparacién de las medlanas de los conteos celulares de
bazo y de placas hemoliticas de ratones machos y hembras
et/et inmunizados con eritrocitos de camero

56X0 machos hembras
células de bazo/ 50ul 4 44.5
placas hemoliticas/ bazo 14 1455

Utilizando los sueros de los ratones empleados en el experimento anterior se
hicieron diluciones para titular los anticuerpos por medio de aglutinacién de
eritrocitos de carnero, donde se encontraron fenémenos de zona en los
ratones desnudos y no asf en los portadores ni en los CD 1. Para realizar la
evaluacién estadfstica por ANDEVA se obtuvo el logaritmo natural de los
inversos de las diluciones, observando diferencias significativas entre los
titulos de anticuerpos de los ratones CD 1 con relacién a los portadores y a
los et/et con p= 0,001 (cuadro 26) despues de aplicar la prueba de Tukey.

cuadro 26 : L ;
Comparacién de las medias de los logaritmos
de los inversos del titulo de anticuerpos
contra eritrocitos de carnero en los ratones
CD1, et/+y etfet -

CD1 - oelfr etfet -
(4264015 | 404026 | -~ 394031

(") p= 0,001 vs et/+ y et/et (ANDEVA
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En la evaluacién por sexo de los titulos de anticuerpos contra glébulos rojos
de carnero por aglutinacion no se observaron diferencias significativas en
los ratones CD 1 (cuadro 27) al aplicar la prueba de T de Student.

cuadro 27
Comparacién de medias de
los logaritmos naturales
de los inversos del ttulo de anticuerpos
contra eritrocitos de carnero
de ratones machos y hembras CD 1
machos hembras
2.740.28 241017

En el cuadro 28 se presenta la estadistica de los ttulos de anticuerpos
contra eritrocitos de carnero en los ratones et/+ donde no se observan
diferencias significativas entre ambos sexos al aplicar la prueba de T de
Student.

ctadro 28
Comparacién de medias de
los logaritmos naturales
de los inversos del titulo de anticuerpos
contra eritrocitos de carnero -

de ratones machos y hembras et/+
machos hembras
4.0£0.77 440i0.19

En el cuadro 29 se analizan los datos correspondxentes a los ratones et/et
en la titulacién de anticuerpos contra eritrocitos de carnero donde no se
observan diferencias significativas entre los sexos de estos animales al
aphcar la prueba de T de Student.

cuadrod - - i "
Coimparacién de medias de
los ivgaritmos naturales. -
de los inversos del titulo de anticuerpos ..
contra eritrocitos de carnero
__de ratones machos y hembras el/et
machos . - hembras-
331028 - 4,310.28

T
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La evaluacion de la respuesta inmune humoral contra albimina sérica
bovina se practicd6 mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) y se
observaron diferencias significativas, donde el valor menor correspondié a
los ratones et/et con relacion a los et/+ en las lecturas correspondientes a las
Inmunoglobulinas G (Ig G) a una p=0.042. En el titulo de Ig M el valor
mayor correspondié a los etfet, sin embargo no hubo diferencias
significativas (cuadro 30 y figura 4). No se hizo evaluacién por sexo debido
a la falta de muestras.

cuadro 30
Valores medios de las lecturas de
la densidad 6ptica en la prueba
de ELISA en la titulacién de anticuerpos contra
albiimina sérica bovina en ratones
CD 1, et/+ y et/et
anticuerpo CcD1 et/+ et/et
IgM 0.13 £ 0.023 0.16 £ 0.043 0.21 £0.022
1 0.36 + 0.054 0.46 + 0.052 (*)0.24 £ 0.048
#)=p=0.042vs CD 1y et/+ (ANDEVA i

. Valores medios de las lecturas de a puseba de ELISA enla

titulaclén de anticuerpos contra albimina sérica bovina
densidad optica '
05

04

0 , 1 M50
02 ‘ . ’ ‘ ) Ctecyas

01
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V.- DISCUSION

El raton desnudo etfet presenta una respuesta humoral y celular normal,
pero la presencia de neutrdfilos hipersegmentados y las variaciones en la
sintesis de anticuerpos segun el antfgeno que se aplica indican la posible
existencia de un desbalance en la sintesis de interleucinas debido a un
efecto de los esteroides adrenales.

Los resultados obtenidos muestran que los conteos leucocitarios, de
linfocitos y monocitos fueron contrarios a lo reportado por Vlatko (96) para
los ratones desnudos atfmicos nu/nu, ya que las medianas aritméticas de
las muestras celulares fueron superiores, no sélo para estos ratones sino
que también hubo diferencias con los ratones normales, con lo cual
podemos asegurar que es una caracterfstica genética del ratén et/et que los
diferencia de los ratones nu/nuy delos CD 1.

Por otro lado también se pudo comprevar que las cuentas diferenciales
pueden funcionar como un método de identificacién genética de la
poblaci6n de heterocigotos, ya que la no significancia con los et/et y con los
CD 1 permite identificar al genotipo de este grupo de ratones.

Krzych et. al. (53) seiiala que en las diferentes etapas del ciclo estral hay
variaciones importantes en el niimero de células blancas, siendo la etapa de
metaestro en la que el nimero de leucocitos de la hembra se asemeja a los
del macho. Las hembras de las tres variedades de ratones presentaron
mayor nimero de leucocitos que los machos, caracteristica que
probablemente se debi6 a la fase del ciclo estral en que se encontraban los
animales,

Duncan y Prase (25) reportan que la hipersegmentacién de neutréfilos
puede ser debida a dos causas 1~ a un hiperadrenocortisismo primario o
secundario o a una terapia prolongada con glucocorticoldes y 2.- a una
deficiencia de vitamina B12, 4cido f6lico y/o cobalto, pero esta iltima sélo
se ha reportado en rumiantes. Los neutréfilos con hxpersegmentac:bn del
nitcleo (5<n<10 ) en los ratones ef/et y en los ratones et/+ es debido a la
hipersecresién glucocorticoide que ha sido reportada en el ratén effet (83) .

50



Los reportes (83, 84) de hipersecresién de glucocorticoides en los ratones
desnudos afectan directamente a la fisiologfa de los granulocitos de los
ratones et/et, lo que también es indicativo de la elevada predisposicion a
los procesos infecciosos por un deficiencia en los mecanismos de fagocitosis
de estas células (5, 30, 66).

Otra caracterfstica relacionada con la secrecion adrenal es la participacion
de la Dehidroepiandrosterona (DHEA) la cual ha mostrado tener un fuerte
efecto sobre los mecanismos de regulacion del sistema inmune, ya que su
ausencia ha producido desbalances en la regulacién de la homeostasis
donde participan los linfocinas derivadas del subgrupo 1 de linfocitos T
cooperadores (IL-2, IEN-y, TNFa y B) (1, 2, 19, 20, 21, 22, 32, 40, 41, 101).

Se ha reportado que durante el envejecimiento del ratén, la concentracion
de la DHEA disminuye, causando con esto el desbalance de linfocinas que
reportan Daynes et.al. (19, 20, 21), los cuales también generan una serie de
signos clinicos de inmunodeficiencia, los cuales son: caquexia, disminucién
de la capacidad de respuesta inmune celular, incremento de problemas por
autoinmunidad, cataratas, demencia, deshidratacién, diarrea, osteoporosis
entre otros (32), algunos de los cuales, aunque no fueron objetivo del
presente estudio, han sido observados y reportados durante la crianza de
los animales et/et (Rosas 84).

El hecho de que el ntimero de monocitos y eosinéfilos se encuentre elevado
apoya la teorfa de un mecanismo compensador de la fagocitosis. ‘

Los monocitos, macré6fagos y eosinéfilos cuando son activadas por el IFN y
incrementan  su capacidad  fagocitica, - expresan antigenos de
lustocompahbxhdad de clase II y llegan a presentar antigenos a los
linfocitos en la misma medida en que lo hacen otras células presentadoras
de antfgenos; también se ha demostrado que en los eosinéfilos existe una
dependencxa hormonal timica (IL-3, IL-4, IL-5 IFN- ) (88)

El aumento de monocitos y eosindfilos probablemente obedecen al estado
endécrino adrenal que se refleja en los linfocitos produciendo un
desbalance en los subgrupos de linfocitos T cooperadores, en que la
disregulacién de citocinas corresponda més al subgrupo 1 que al subgrupo
2 como lo mencionan Hennebold y Daynes'(40) quienes sefialan que la
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actividad de citocinas relacionadas con la inflamacion (TNF o, IEN o/ B)
contribuyen a  disminuir la  conversion del sulfato  de
dehidroepiandrosterona (DHEAS)— dehidroepiandrosterona (DHEA), ya
que los macrdfagos juegan un papel importante en la activacién de esta
hormona por la sintesis de la enzima esteroide-sulfatasa. La DHEA
participa en la regulacién de la sintesis de IL-2 aumentdndola, a su vez
disminuye el IEN-y y a las citocinas del subgrupo 2 de linfocitos T
cooperadores como la IL-6 e IL-10 sin afectar la IL-4 e IL-5. Hennebold y
Daynes (40) también mencionan que al disminuir la activacion del DHEAS
tiende a modificarse la concentracién de las linfocinas antes mencionadas
afectando con esto la respuesta inmune celular (regulacién negativa) (40).

Por otro lado Kuby (52) propone que el desarrollo de las células accesorias
depende en gran medida de la concentracién de IL-3 y el factor estimulador
* de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF).

Greco y Harpold (36) asf como Felsburg (30) mencionan la existencia de
una inmunodeficiencia congénita asociada a la hipersecrecion
glucocorticoide que es la neutropenia ciclica, sin embargo se descarta la
posibilidad de este proceso en los ratones et/et debido a que el nimero de
neutréfilos siempre fue constante y la concentracién de glucocorticoides
presenta ritmo circadiano ( Rosas et.al. 83, 84) .

El efecto de los glucocorticoides en los linfocitos de los ratones et/et es
contraria a lo que sefiala la literatura (27) en la fisiologia de esta hormona,
ya que se aprecié un aumento considerable de la poblacién de estas células

en circulacién, lo cual podrfa ser sefial de la posible existencia de un

mecanismo timico compensador ante la hipersecrecion de hormonas
glucocorticoides o a la deficiencia en sintesis o funcionalidad de moléculas
membranales de adhesién (integrinas y/o selectinas) para fijarlos a los
6rganos linfoides secundarios (14, 51, 59, 68); si esta ultima hip6tesis es
cierta, probablemente la falla radique en las selectinas de los 6rganos
linfoides secundarios, ya que como lo mencionan Dustin y Springer (26)

las moléculas de adhesion tienen diversas funciones a parte de la de fijara

las células a los 6rganos linfoides secundarios y esta incluyen la
locomocién a través de organcs, la adhesién al endotelio vascular y
linfatico, asf como a-la interaccion entre células en la presentacién de
antfgenos; esta opcién se considera como.la mas viable debido a las
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observaciones realizadas en la prucba de hemdlisis en placa, donde los
ratones etfet presentaron el menor nimero de células linfoides en bazo.

El incremento en la hemoconcentracién observada en los ratones et/et
durante la evaluacién del hematocrito puede ser debida a diversas causas
una de ellas es la elevada predisposicién a la deshidratacién que tienen los
ratones et/et la cual ha sido observada durante la recria de los animales
(informacién inédita). Chastian (citado por Ettinger 27) menciona un efecto
diurético de los glucocorticoides, y un bloqueo del ingreso de agua a las
células, lo cual podrfa justificar la deshidratacién de los animales pero por
otro lado se puede producir una policitemia secundaria inapropiada por un
hiperadrenocortisismo donde la policitemia es debida al efecto compensador
del cortisol sobre la eritropoyetina en la médula ésea, lo cual también es
mencionado por Chastian (27), cualquiera de las dos justificaciones sobre la
concentracion de células sanguineas la consideramos viables debido a que
también se presenté en los ratones portadores et/+ los cuales también
manifestaron efecto glucocorticoide al presentar neutréfilos con
hipersegmentacién.

Por los resultados obtenidos en este trabajo se considera la posibilidad de
que los valores de la concentracién de glucocorticoides en los ratones et/+ es
intermedio con relacién a los-et/et y a los CD 1.

La disminucién que se observé en la concentracién de protefnas plasmaticas
de los ratones et/et sugiere alteraciones en la concentracién de protefnas de
la coagulacién, aunque esto no es indicativo de un malfuncionamiento de los
procesos hemostéticos ya que se requiere de una deficiencia mayor al 50%
para que se manifiesten clinicamente alteraciones en los tiempos de -
coagulacion (14).

No existen alteraciones en la inmunidad humoral, ya que todos los valores
de la fraccién gamma son semejantes en las tres lineas de ratones, y los
cambios en el porcentaje de albaminas descarta la posibilidad de problemas
en la sintesis de proteinas. Sin embargo en la evaluacién de las
alfaglobulinas tanto por grupo como por sexo observamos que los ratones
et/et y en especial los machos presentaron una mayor concentracién de este
grupo de globulinas, entre las cuales se encuentran algunas enzimas como la
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transcortina (27) (protefna ligadora de los corticoides), lo que se podria
asociar a la hipersecrecion glucocorticoide de los machos et/et.

Dentro de la fraccion alfaglobulina también se encuentra la enzima ligadora
de la eritropoyetina (14), la cual aparentemente puede estar alterada segiin
los resultados del hematocrito.

Ya sea por la elevada concentracion de glucocorticoides o de la
eritropoyetina en esta variedad de ratones, el incremento de alfaglobulinas
esta justificado.

De las observaciones referentes a la inoculacién con el protozoario
Toxoplasma gondii es que los ratones et/fet no presentan alteracion en Ja
respuesta inmune de tipo humoral ya que en los tiemmpos de incubacién no
hay una diferencia clara con los ratones CD 1 ademéds de que el
comportamiento del ratén desnudo ante el Toxoplasma genera confusién
por la diversidad de signos clfnicos manifestados.

Kuby (51) menciona que la IL-12 es producida por MgS y linfocitos B, y
considerando que existe una monocitosis en los ratones et/et es factible que
se incremente la concentracién de esta citocina como producto de la
sobrepoblacién celular, mds que a una hiper-reactividad ante la presencia
del Toxoplasima gondii, produciendo asf los efectos clinicos de resistencia al
parésito.

Con los datos obtenidos y por lo reportado por Heinzel et.al. (39) y por
- Khan etal. (49) podrfa indicar que los ratones et/et presentan una elevada

concentracion de HL~12, en especial las hembr: as, la cual potencializa el efecto
del IFN y, regula la actividad de los LT¢2 y es un antagonista de la IL-4, y
que se manifesté con un incremento en la resistencia clinica a la mfencxéu
por toxoplasmas y tipo de anticuerpos producxdos

Por otro lado parece ser que se rompen los dogmas que han sido
establecidos para la accién de los glucocorticoides sobre las células
~ sanguineas y en los procesos infecciosos, ya que por un lado se observa una
sobrepoblacién de linfocitos y monocitos circulantes, cuando estos deberfan -
permanecer almacenados en los 6rganos linfoides secundarios (27) y en los
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animales inoculados con los parésitos todo parece indicar que su actividad
fagocitica dependiente de la cooperacion celular estd normal.

El hecho que la actividad de los anticuerpos contra Toxoplasma haya sido
similar entre los tres tipos de animales, indica que la funcién inmunolégica
humoral primaria no ha sido afectada, Lo que permite concluir que la
presentacion de antigenos y tiempos para el inicio en la sfntesis de
anticuerpos en la respuesta primaria es igual en las tres variedades de
ratones.

La prueba de hemdlisis en placa para determinar la poblacién de células
formadoras de anticuerpos por la técnica de Jerne (47), muestran que la
capacidad de respuesta humoral en las tres lineas de ratones es similar.

En los ratones etfet se observaron fenémenos de zona al practicar la
aglutinacién de eritrocitos de carnero, pero se considera que la sintesis de
anticuerpos es normal debido a que los titulos finales fueron semejantes.

En la respuesta inmune contra las Leishmania, se observé que la reaccién
contra el parésito es como lo reportan Nabors y Farrell (70) quienes indican
que hay lineas genéticas de ratones resistentes al desarrollo de infecciones
por este pardsito, y que responden inmunolégicamente con la secrecién
IEN y por parte de los linfocitos T cooperadores del subgrupo 1, mientras
que Ja susceptibilidad de los ratones est4 caracterizado por elevados niveles
de secrecién de IL4 producida por los linfocitos T cooperadores del
subgrupo 2; asimismo ellos mencionan que la respuesta inmune contra el
parasito es una mezcla de participacién de ambos subgrupos de linfocitos,
lo cual pensamos que también ocurrié en este trabajo y que se deduce por
la respuesta inmune que se desarroll6 contra los toxoplasmas y laalbamina-
sérica bovina.

Haque, et.al. (38) mencionan que la prmcnpal cxtocma que se hbera en las
infecciones por Toxoplasma gondii es la IL-2 derivada de LTcl y que la
inmunodepresi6n tfpica de la infeccién es mediada por la IL-10 Ia cual a su
vez es producida por los LTc2, Las observaciones clfnicas de la infeccién por
Taxoplasma gondii en los ratones el/et se asemeja a lo reportado por Khan'
(49) quien sefiala que la resistencia a la infeccién por toxoplasmas va
relacionada con la concentracién de IL-12, lo cual podria ser una de las
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posibles explicaciones de la supervivencia de los ratones et/et a la infeccion
por el pardsito, dado por los efectos supresores que tiene esta citocina sobre
la poblacién de linfocitos T del subgrupo 2. Esto se podria considerar como
un indicador de que los ratones etfet, tienen mayor actividad en los
linfocitos T cooperadores del subgrupo 1 que del 2, y deducir por lo tanto
que los ratones etfet son productores de IFN-y, IL-2, e IL-12 citocinas que
también se les ha relacionado con la resistencia a las leishmanias por las
propiedades que presenta para promover la activacién de MgS y eliminarlo
definitivamente del organismo (figura 7) .

En la figura 7 se resumen las interacciones de las citocinas en la respuesta
inmune contra Toxoplasma gondii

figura 7

Toxoplasma gondis

11-2
LB
. Monocitos

Por otro lado Hilton et.al, (43) mencionan que la BSA induce la produccxén

~de IL-4 de linfocitos T Cooperadores del subgrupo 2 y debido a queesta

linfocina induce el “switch” a IgG 1 ¢ IgE es de esperarse una produccién

disminuida por los bajos niveles de anticuerpos Ig G contra este antigeno, y

que compardndolos con los altos niveles de Ig G contra Toxoplastna gondii
el cual también se le ha relacionado con la. c00perac1én celular del
subgrupo 1 por la ploducmén de IL-2 ]a cual regula la sfntesis de IL-6 y

.86

EEt



esta a su vez sinergiza con el IEN -y en la produccion de IgGs, en el ratén
(76), 1gGs e IgGs (33) en humanos, asi como IgA, nos indica que no estd
ausente la cooperacion celular del subgrupo 2 (48).

Se considera que sea normal la baja respuesta a los antigenos, como la
albtmina, que promueven la liberacién de IL-4 ya que ésta citocina es
antagénica del IFN y y estimula la produccién de Ig E e Ig Gi (figura 8), es
decir, si los ratones etfet tienen un mayor desarrollo del subgrupo 1 de -
linfocito T cooperadores es de esperarse que la respuesta humoral baje
cuando se estimula a esta linfocina, mientras que con los antigenos
timodependientes que activan la sintesis de IL-2, IL-6 e IFN y la respuesta de
Ig G 2 (33, 76) puede ser normal o estar aumentada dependiendo de la
concentracién de estas citocinas, tal y como se observé en el experimento con
los toxoplasmas. ‘

Figura 8
Albtmina Sérica bovina

IFNy = »1L-4

Ig Gl
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VI1.- CONCLUSIONES
El analisis de resultados indican que:

1.- En este trabajo se utilizaron tres grupos diferentes de ratones, ya que el
comportamiento entre los et/et y los CD 1 en la mayoria de los trabajos aquf
realizados fueron diferentes, mientras que los valores intermedios como en
los hemogramas, hipersegmentacién de neutréfilos, subpoblaciones de
linfocitosrespuesta inmune humoral contra Toxoplasma gondii, No. de
células de bazo, No. de placas hemoliticas, y respuesta inmune humoral
contra BSA de los et/+ mdlcan que la heterocigosis va ligada a genes
codominantes.

2.- El ratén et/et no es equivalente al nu/nu,

3.- La hipotimia de los ratones et/et no afecta la capacidad de respuesta
inmune humoral ni celular, sin embargo es muy factible que presenten una
inmunodeficiencia secundaria asociada a las fagocitosis de neutrofilos, la
cual esté influida fuertemente por los niveles de glucocorticoides circulantes
md4s que a una asociacion genética.

4- Por las variaciones de la respuesta inmune humoral hacia los
toxoplasmas y BSA y la resistencia a las leishmanias encontradas en los
ratones et/et y et/+ se podria creer que la cooperacion celular es normal y
ésta se asocia con los linfocitos T cooperadores del subgrupo 1.

5.- Siguiendo los efectos descritos en la hteratura, sobre los efectos de los -

glucocorticoides en los linfocitos y los resultados obtenidos - con una

linfocitosis en sangre y la linfopenia en bazo de los ratones et/et se piensa_
que debe haber una deficiencia en la sintesis de moléculas de adhesnén en.

6rganos lmfoxdes secundarios (mtegrmas y/ 0 selectmas) '

6.- Los resultados obtenidos en la respuesta inmune humoral hacia- los
toxoplasmas y BSA en los ratones et/et hacen suponer que existen elevadas

concentraciones de IL-6, e IFN y causado por la disfuncién de la gléndula
adrenal como lo reporta Daynes (19), lo cual podrfa servir como un modelo

de estudlo de dxchas linfocinas y hormonas adrenales,
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7.- Nuevamente se confirma, lo que muchos autores han mencionado, que la
participacion de las hormonas sexuales femeninas tiene una fuerte influencia
sobre la regulacién de la respuesta inmune, por lo que consideramos que el
ratén desnudo effet puede ser un buen modelo de estudio de las
interacciones gonada-sistema inmune.

A pesar de los trabajos realizados en esta tesis se considera que serfa
importante continuar estudiando a los ratones etfet y et/+ ya que pueden ser
ttiles en estudios para analizar las posibles interacciones neuro-endécrinas
con la respuesta inmune, asf como las disregulaciones por linfocinas.

PERSPECTIVAS

1.- Considerando que los ratones et/et presentan un hiperadrenocortisismo,
el cual se refleja en Ja concentracién de glucocorticoides es de esperarse que
también se enuentre afectada la concentracién de la DHEA, debiendo ser
elevada durante la infancia del ratén y severamente disminuida en la edad
adulta y en la senilidad, lo cual causard una disminuci6n en la produccién
de IL-2, y aumento en IFN «, TNF o e IL-6, lo cual se manifestars con
signos de inmunodeficiencia y envejecimiento prematuro en los ratones
et/et, obteniendo resultados intermedios con los ratones eY/+ con telacxon a
lo que se obtenga con los ratones CD 1.

2.- La presencia de linfocitosis en sangre y la linfopenia en bazo aunado a las
elevadas concentraciones de glucocorticoides se deberd determinar la
presencia de selectinas e integrinas en los linfocitos y 6rganos lmfoxdes de
los ratones et/et, et/+ y CD 1

3.- Evaluar las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores mediante la
determinaci6n de la concentracién de mterleucmasz 4,5,6,10y 12 asf como

deIENv.

4.- Considerando que los ratones etfet presenta una mvolumén prematura
del timo, la cual ha sido reportada‘ como hipotimia, seria conveniente
evaluar la funcionalidad del timo en los animales adultos, asf como
determinar si hay diferenciacion extratimica en los ratones et/et” mediante la
identificacién del tipo de cadenas pohpeptidxcas que componen alos TCR’ s
de los linfocitos
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