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RESUMEN

Con el fin de conocer la cantidad de linfocitos B y T presentes en los érganos
linfoides de lechones recién nacidos, recolectamos muestras de; timo, bazo, yeyuno,
ileon, linfonodo mesentérico y linfonodo cervical superficial en cinco lechones de dos
dias de nacidos provenientes de una granja comercial. Todas las muestras siguieron
dos procesos; inclusién en parafina y corte por congelacion. En los cortes
procesados por inclusién en parafina realizamos la tincién de rutina con H-E y la
tincién con verde metil pironina (VMP) para identificar a los linfocitos B activados,
mientras que las muestras procesadas por congelacién fueron usadas para detectar
a los linfocitos T mediante inmunohistoquimica con el uso de un anticuerpo marcador
murino anti-CD3. El promedio de linfocitos B presentes en las preparaciones tefiidas
con VMP fueron; timo (1.0), bazo (3.8), yeyuno (2.2), ileon (3.9), linfonodo
mesentérico (4.4) y linfonodo cervical superficial (2.5). Con la aplicacién del
anticuerpo murino anti-CD3 de humano determinamos la cantidad de linfocitos T
presentes en los érganos estudiados; timo (37.7), bazo (18.1), yeyuno (23.0), ileon
(17.0), linfonodo mesentérico (15.4) y linfonodo cervical superficial (18.1). Con el fin
de determinar la distribucion de los linfocitos en los érganos estudiados evaluamos la
cantidad de linfocitos periarteriolares en timo (15.7), bazo (16.3), linfonodo
mesentérico (15.2) y linfonodo cervical superficial (14.9). También determinamos el
numero de domos y de linfocitos intraepiteliales; encontramos 17.6 y 17.2 domos en
yeyuno e ileon, mientras que el nimero de linfocitos intraepiteliales fue de 12 y 15.4,
respectivamente. En todos los érganos estudiados encontramos una menor cantidad
de linfocitos B en comparacién con los linfocitos T, sin embargo este resultado es
preliminar y puede ser atribuido, en parte, a los métodos utilizados. Corroboramos la
presencia de una menor cantidad de linfocitos T y B en los érganos linfoides de
lechones recién nacidos (dos dias de edad, en este estudio). La cantidad de linfocitos
B y T encontrada en ileon fue similar a la presente en el linfonodo mesentérico y esto
lo atribuimos a su relacién anatémica. El nimero de linfocitos B y T presentes en
estructuras linfoides relacionadas con el aparato digestivo (yeyuno, ileon y linfonodo
mesentérico) fue similar al encontrado en érganos linfoides relacionados con un



estado sistémico (bazo y linfonodo cervical superficial) donde podria esperarse la
presencia de un mayor nimero de células, este resultado sugiere que los linfocitos
de los animales estudiados presentaban una aparente disminucién en su capacidad
de proliferacion.



1. INTRODUCCION

1.1 TIPOS DE INMUNIDAD

1.1.1 Inmunidad innata

Esta formada por barreras fisicas, factores humorales y algunas respuestas celulares
(Halliwell, 1989; Roth, 1999). Dentro de las barreras fisicas encontramos a la piel y a
las mucosas, que en conjunto se oponen a la penetracién de los agentes patégenos
(Halliwell, 1989). En asociacién con estas barreras actian, a diferentes niveles,
algunos factores inespecificos, principalmente enzimas, como la lisozima (Halliwell,
1989; Stites, 1993; Roth, 1999).

Los factores humorales constituyen una parte integral e importante del sistema
inmune innato (Roitt, 2001). Aqui tenemos a las proteinas plasmaticas del sistema
del complemento, a las proteinas de fase aguda y a los diferentes tipos de interferén
(Stites, 1993; Gartner, 2002). Ademéas de contribuir a la eliminacion directa de
agentes patogenos, algunos de estos factores estimulan la migraciéon de células
inflamatorias al punto del tejido donde se localiza la agresion (Roth, 1999).

1.1.2 Inmunidad adaptativa

En el cerdo, como en el resto de las especies domésticas, este tipo de inmunidad
tiene a su cargo eliminar las amenazas provocadas por los microorganismos
invasores. Esta inmunidad muestra cuatro propiedades: especificidad, diversidad,
memoria y reconocimiento de lo propio. Los linfocitos T, los linfocitos B y las células
presentadoras de antigeno inician y participan en este tipo de respuesta inmune
(Gartner, 2002). La participacion de estas células es esencial en todas las respuestas
adaptativas, ya que reconocen de forma especifica patdgenos individuales,
independientemente de que estos se localicen en el interior de las células del
huésped o en el exterior de las mismas, en los liquidos tisulares o en la sangre (Roitt,
2001). La respuesta inmune adaptativa tiene la capacidad de responder con mayor
eficacia y rapidez a exposiciones subsecuentes con el mismo agente, lo cual se
conoce como capacidad de memoria (Halliwell, 1989).



La respuesta inmune adaptativa es el resultado de una serie de procesos
complejos pero altamente organizados que implican la produccion de interacciones
linfocitarias como consecuencia del reconocimiento del antigeno especifico. Dichos
procesos dan lugar a la produccion de inmunoglobulinas (anticuerpos) o a la
acumulacion de linfocitos (T y/o B) y células inflamatorias (neutréfilos, etc.). Estos
dos diferentes tipos de respuesta han sido denominadas clasicamente como;
inmunidad humoral e inmunidad mediada por células, ya que se creia que se trataba
de entidades totalmente separadas (Halliwell, 1989). Hoy sabemos que ambos tipos
de respuesta participan de manera conjunta, sin embargo su estudio por separado
facilita su comprension.

1.1.3 Inmunidad Humoral

La inmunidad humoral del cerdo esta mediada por anticuerpos de diferentes clases
(Halliwell, 1989; Weir, 1999). La produccién de anticuerpos requiere de la activacién
de los linfocitos B y su diferenciacion en células plasmaticas productoras de
anticuerpos (Morilla, 1989). Estos ejercen su funcién protectora cuando al unirse a un
microorganismo lo inmovilizan y facilitan su eliminacién por fagocitosis o su lisis por
complemento. La actividad de los anticuerpos no siempre es benéfica; en ocasiones,
los anticuerpos causan dafio en lugar de proteccion. La interacciéon entre antigenos y
anticuerpos homoélogos pueden ser causa de activacion del complemento,

inflamacion y dano tisular (Rojas-Espinosa, 2001).

1.1.4 Inmunidad celular

La respuesta inmune mediada por células es la que depende fundamentalmente de
los linfocitos T y en la que los anticuerpos juegan un papel secundario. Las
respuestas mediadas por células son dificiles de definir, ya que las defensas del
individuo contra el material extrafio incluyen la acciéon coordinada de reacciones
humorales y celulares; la produccién de inmunoglobulinas depende de los factores
generados por los linfocitos T y macréfagos; y las funciones efectoras de varias
células dependen de los anticuerpos (Rojas-Espinosa, 2001).



La respuesta inmunitaria celular especifica estd mediada por dos tipos
diferentes de linfocitos T. Las células que tienen la molécula CD8 en su superficie
reconocen fragmentos de antigeno en relacién con MHC clase | en una célula blanco
provocando su lisis. Los linfocitos T que tienen el marcador CD4 en su superficie
restringen su reconocimiento a moléculas asociadas al MHC clase I, estas células
secretan moléculas activas conocidas como citocinas (interleucinas), cuando son
estimuladas por dicho complejo.

Tabla 1. Citocinas de las células linfoides (interleucinas)

Nombre Origen Blancos principales
IL-1 Macréfagos ~ Células Th2 y células B -
IL-2 Células Th1, células NK  Células T y células B

IL-3 Células T. Células hematopoyéticas y germinativas
IL-4 Células Th2 Células T, B y células cebadas

IL-5 Células Th2 Células T y células B

IL-6 Fibroblastos, células T Células B

IL-7 Células del estroma Linfocitos inmaduros

IL-8 Macrofagos Células T, neutréfilos

IL-9 Células Th2 Células T

IL-10 Células Th2 y células B Células Th 1

IL-11 Células del estroma Células B

IL-12 Macrofagos y células B Células Th1 y células NK

IL-13 Células Th2 Células B

IL-14 Células B Células B

IL-15 Mononucleares Células T

IL-16 Células T CD8"* Células T CD4*

IL-17 Células T CD4" Fibroblastos

(Tizard, 1998)



Los linfocitos T CD4 tienen dos actividades principales, ambas mediadas por las
citocinas que generan: 1) Ayudan a la eliminacién de material extrafio al reclutar y
activar a otros leucocitos y promover una respuesta inflamatoria y 2) Generan vy
controlan una respuesta inmune ya que algunas de las citocinas producidas son
factores de crecimiento y diferenciacion para los linfocitos T y B (Weir, 1999).
Algunas de las principales citocinas (interleucinas) se mencionan en la tabla 1.

En el cerdo las células T presentan algunas propiedades exclusivas: 1) un alto
porcentaje de células CD4 y CD8 doble positivas; 2) la proporcién CD4/CD8 es mas
baja que en otras especies; 3) las células CD8 expresan preferencialmente antigenos
asociados a moléculas MHC clase Il. El significado funcional de estas diferencias en
la expresion de antigenos en las células T es aun desconocido (Roth, 1999).

1.2 ORGANOS LINFOIDES

Con el fin de optimizar su funcién, las células del sistema inmune se encuentran
organizadas en estructuras tisulares agrupadas dentro del sistema linfoide. De
acuerdo con su funcién los érganos involucrados se suelen dividir en érganos
linfoides primarios y secundarios. Los primarios son los sitios de produccion
auténoma de nuevos linfocitos (Cormack, 1988), tienen a su cargo el desarrollo y la
transformacion de linfocitos en células maduras con capacidad inmunitaria (Gartner,
2002). Los secundarios se encargan de mantener el ambiente apropiado para que
las células con capacidad inmunitaria puedan reaccionar entre si y, también, con
antigenos y otras células con el fin de montar una respuesta en contra de antigenos
o patégenos invasores (Roitt, 2001; Gartner, 2002).

1.2.1 Organos Linfoides Primarios

Médula ésea

Es la fuente de elementos hematopoyéticos, incluyendo a los linfocitos, y esta
localizada principalmente en las cavidades medulares de los huesos largos en
desarrollo (Halliwell, 1989). Dicha cavidad esta llena por una red de sostén de células
primitivas que producen reticulina, colagena y tejido adiposo. Alojados en esta red
hay nidos de eritrocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos. El tejido esta ricamente



abastecido con vasos linfaticos y capilares. Los numerosos linfocitos de la médula
6sea se derivan principalmente de divisiones mitéticas de linfoblastocitos o
prolinfocitos. Después de un cierto numero de divisiones en este sitio, los linfocitos
dejan la médula 6sea, principalmente por los vasos linfaticos eferentes. Los linfocitos
que salen de la médula 6sea estan programados para realizar un desarrollo posterior
en alguno de los dos sitios de localizacién; a) los linfocitos relacionados con la
produccion de anticuerpos emigran al bazo y b) aquellos linfocitos relacionados con
la inmunidad celular primero deben transitar a través del timo y después a los
linfonodos periféricos (Stites, 1993). En los animales domésticos, incluyendo el
cerdo, la mayor parte de esta migracion celular ocurre antes del nacimiento, por lo
que el tejido linfatico esta bien desarrollado en el animal recién nacido (Halliwell,
1989).

Timo

Es un organo linfoepitelial que posee una estructura multilobulada, esta localizado
dentro de la cavidad toracica, desde el borde craneal del corazén hasta la entrada
del térax. El timo alcanza su maximo desarrollo en el animal joven, luego de lo cual
emprende una involucidn progresiva con la edad (Halliwell, 1989).

La parte periférica de cada lobulillo timico (Adams, 1995) recibe el nombre de
corteza y la region central es la médula (Cormack, 1988). En la corteza se agrupan
densamente los timocitos inmaduros, intermedios y maduros, también hay infiltracion
de macrofagos y células dendriticas, aunque la mayor parte de estas Ultimas estan
confinadas en la médula (Cormack, 1988; Roitt, 2001). Las células que llegan al timo
pasan por una migracion que va de la corteza a la médula y, en este proceso, se
diferencian; adquieren nuevas funciones y nuevos antigenos de superficie,
posteriormente migran del timo a los érganos linfoides secundarios (Stites, 1993).

1.2.2 Organos Linfoides Secundarios

Son los lugares donde se producen las interacciones celulares que tienen lugar en
respuesta a una sensibilizacién antigénica. Entre ellos se incluyen los linfonodos, el
bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (TLAM). En general, estas estructuras



estan compuestas por poblaciones mixtas de linfocitos T y B, macréfagos y células
dendriticas (Halliwell, 1989).

Bazo

El bazo es el érgano linfatico cuya estructura facilita las respuestas inmunitarias a
antigenos que han llegado a la sangre circulante. El bazo lleva a cabo dos funciones
principales; produce anticuerpos humorales contra antigenos presentes en la
corriente sanguinea. La segunda funcidn es destruir elementos figurados
defectuosos o viejos de la sangre (Cormack, 1988). El parénquima del bazo consta
de dos tipos principales de tejido, la pulpa blanca y la pulpa roja (Roitt, 2001). La
pulpa blanca esta compuesta por la vaina linfatica periarterial que aloja células T y
nddulos linfoides, que contienen células B; y la zona marginal que aloja células B
especializadas en reconocer antigenos independientes del timo. La pulpa roja esta
compuesta por senos y cordones esplénicos (Gartner, 2002), esta pulpa eritroide
sirve como filtro para eritrocitos dafiados o envejecidos, y como reserva para la
hematopoyesis extramedular (Stites, 1993).

De acuerdo con la proporcion de células presentes en este 6rgano, se
describen tres tipos de bazo: de defensa (gran cantidad de tejido linfoide), de
almacenamiento (mayor cantidad de trabéculas y fibras musculares y poca pulpa
blanca) e intermedio. El cerdo presenta este lltimo tipo aunque las diferencias
mencionadas no implican cambios funcionales (Banks, 1996).

Linfonodos

Son estructuras parenquimatosas rodeadas por una capsula de tejido conectivo
colageno compacto irregular; debajo de la cual se encuentran los senos
subcapsulares, con gran cantidad de células dendriticas y macréfagos. Por debajo de
ellos, se observa la corteza, la paracorteza y la médula. Los vasos linfaticos
aferentes penetran por el hilio y conectan directamente con el seno paratrabecular,
que se introduce en el centro del linfonodo y sale por los vasos eferentes situados en
la superficie del mismo. La corteza, localizada en posicion central en los porcinos,
posee foliculos distribuidos con una base de tejido conectivo hacia las trabéculas. La



paracorteza contiene a la mayoria de las células T, asi como a las vénulas
postcapilares. La médula esta localizada junto a la paracorteza (Halliwell, 1989). Y a
diferencia del resto de las especies domésticas no presenta una poblacién
importante de linfocitos pero si una gran cantidad de tejido conectivo. Diversas
experiencias han demostrado que la migracion de linfocitos a través de la médula es
insignificante en el cerdo, lo que pone de manifiesto el caracter tan particular de la
recirculacién de los linfocitos en esta especie (Morilla, 1989).

Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (TLAM)

En el cerdo los tejidos linfoides de distribucién difusa, no encapsulados, de las
superficies mucosas de los aparatos digestivo, respiratorio y urogenital, se
denominan en forma colectiva tejido linfoide asociado con mucosas (TLAM). Los
mejores ejemplos de estas acumulaciones linfocitarias son; el tejido linfoide asociado
con el tracto gastrointestinal (TLAG), el tejido linfoide asociado con los bronquios
(TLAB) y las amigdalas (Banks, 1996; Roitt, 2001; Gartner, 2002). El TLAG esta
constituido por los nédulos linfoides solitarios y los noédulos linfoides agregados
(placas de Peyer) que se encuentran predominantemente en la submucosa del colon.
Las células linfoides también estan distribuidas ampliamente a través de la lamina
propia, entre las células epiteliales intestinales y, pocas, en el lumen intestinal. Los
nodulos linfoides agregados consisten de agregados linfoides con un foliculo central
dependiente de célula B y rodeados de regiones dependientes de células T y
macréfagos, que sirven como células presentadoras de antigeno. Las células B son
heterogéneas y pueden expresar cualquiera de los isotipos de las inmunoglobulinas.
Las células T son, predominantemente, reguladoras y citotdxicas. Estas placas
tienen linfaticos eferentes que drenan hacia los linfonodos mesentéricos pero no
tienen linfaticos aferentes (Stites, 1993). En el tracto gastrointestinal el epitelio que
recubre los nddulos linfoides agregados esta especializado ya que posee delgadas
células M que transportan al antigeno desde la luz intestinal hasta el tejido linfoide
(Chu R M, 1979a; Halliwell, 1989; Jepson Mark, 1998).
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1.3 Células del tejido linfoide

1.3.1 Linfocitos

En todas las especies domésticas, incluyendo el porcino, la participaciéon de los
linfocitos es esencial en todas las respuestas inmunitarias adaptativas, ya que
reconocen de forma especifica patdgenos individuales atin cuando se encuentren en
el interior de las células del individuo o en el exterior de las mismas (Roitt, 2001).

Existen dos tipos de linfocitos, las células B y las células T. Estos términos
proceden de experimentos de la inmunologia que demostraron que, en las aves, un
tipo de linfocitos eran madurados en la bolsa de Fabricio (células B), mientras que
otro tipo lo hacian en el timo (células T) (Halliwell, 1989).

Los linfocitos son las Unicas células capaces de reconocer especificamente a
los agentes patégenos y, por tanto, son los encargados de iniciar la respuesta
inmune adaptativa. Todos los linfocitos proceden de las células pluripotenciales de la
médula désea, y su maduracion se lleva a cabo en el timo para los linfocitos T,
mientras que los linfocitos B maduran en la misma médula 6sea (Roitt, 2001).

1.3.2 Linfocitos B

Los linfocitos B que se originan y adquieren capacidad inmunitaria en la médula
osea; tienen a su cargo la respuesta inmunitaria humoral (Gartner, 2002). Estos
linfocitos nacen de una célula linfoide primordial comun, derivada de las células
germinales pluripotenciales. En la vida fetal temprana, el higado es el principal
depositario de los progenitores de células B (Stites, 1993). Dada su funcién de
productor de anticuerpos, los linfocitos B maduros no estimulados tienen moléculas
de inmunoglobulinas en la superficie de su membrana que funcionan como
receptores de antigeno. Estas moléculas de inmunoglobulinas son anticuerpos
preformados de las clases IgM e IgD; los linfocitos B inmaduros carecen de
inmunoglobulinas superficiales pero contienen las cadenas ligeras y pesadas en su
citoplasma (Rojas-Espinosa, 2001; Halliwell, 1989).
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1.3.3 Linfocitos T

Las células T se modifican a lo largo de su progresion en el timo (Halliwell, 1989).
Los linfocitos pre-T migran de la médula 6sea al timo para completar ahi su
maduracién. Por la influencia de las hormonas timicas, las células T ordenan y
activan sus genes responsables de la sintesis de los receptores para antigeno (TCR)
y de las moléculas de diferenciacién CD2 (Pescovitz, 1994), CD3 (Bullido, 1999;
Chianini, 2001), CD4 y CD8 (Bianchi, 1992; Becker, 1993) entre muchas otras
(Rojas-Espinosa, 2001).

A diferencia de las células B, las células T no producen anticuerpos sino que
acttan como coordinadoras de la respuesta inmune y como células efectoras de la
inmunidad mediada por células. Las diversas funciones de las células T dieron origen
a su clasificacion en clases y subclases. En la actualidad se acepta que las clases
principales son las células T cooperadoras (CD4") y citotoxicas (CD8") (Bianchi,
1992; Saalmdaller, 1994). Las primeras actuan para lograr que el antigeno procesado
sea reconocido y colaboran en la coordinacion de la respuesta inmune. Las células
citotéxicas son células efectoras del sistema inmune y juegan un papel central en la
eliminacién de células infectadas por virus, parasitos o bacterias intracelulares
(Halliwell, 1989).

1.3.4 Marcadores de células By células T

Los linfocitos expresan un gran numero de moléculas de superficie, que se pueden
utilizar para identificar los diferentes estadios de estas poblaciones celulares (Roitt,
2001). Se ha desarrollado un método sistematico de nomenclatura, denominado
sistema CD (cluster of differentiation) que esta determinado por la estirpe celular y el
grado de diferenciacion, de maduracién o de activacion (Rojas-Espinosa, 2001).

Marcadores de las células T
Todas las células T tienen, hasta donde se sabe, moléculas TCR (T-cell receptor),
que es el receptor que reconoce los complejos péptido-molécula del MHC. La

molécula CD3 es un complejo pentamolecular asociado al TCR y relacionado con la
transduccién de sefales.
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Otros marcadores importantes son; CD2, CD4, CD8, CD25 y CD45 cuya funcion y
distribucion se mencionan en la tabla 2 (Bullido, 1999; Rollins, 1994; Zuckerman,
1998).

Tabla 2. Distribucién y funcién de los marcadores (CD) de las células T en

cerdos

Marcador Distribucion Funcién propuesta

CcD2 Todos los linfocitos T Receptor para actuar como
coestimulador de CD58

CD3 Todos los linfocitos T Transduccién de sefales como resultado
del reconocimiento del antigeno

cD4 Linfocitos T cooperadores, Union a moléculas MHC clase |l

monocitos y macréfagos

CcD8 Linfocitos T citotoxicos Receptor preferencial para MHC clase Il

CD25 Linfocitos T activados Receptor de interleucina-2

CD45 Todos los linfocitos T Antigeno comun de linfocitos

(Bullido, 1999; Rollins, 1994; Zuckerman, 1998)

Marcadores de las células B

Al igual que otras células, los linfocitos B exhiben moléculas o antigenos de
diferenciacion, algunos de los cuales son exclusivos de los linfocitos B, en tanto que
otros se encuentran también en otras células. Algunos de estos antigenos son el
CD34, CD10 (Stites, 1993), CD40 (Roitt, 2001, Boersma, 2001), CD1 y CD21
(Boersma, 2001; Bullido, 1999). Asimismo, los linfocitos B tienen en su membrana
celular receptores para C3b, uno de los componentes del sistema del complemento
(Rojas-Espinosa, 2001). Algunos de los marcadores mas importantes se mencionan
en la tabla 3.

Otra forma de identificar a los linfocitos B activados es procesar las muestras
por inclusion en parafina y realizando la tincién Verde metil pironina (VMP). En esta
técnica, bajo condiciones controladas, la pironina se une de manera especifica al
RNA y permite la observaciéon de un citoplasma fuertemente tefiido de color rosa,
esto se relaciona con una célula que esta desarrollando una sintesis proteica intensa,
en este caso los linfocitos B activados (Estrada, 1982; Franco, 1999; Cortés, 2003).



Tabla 3. Distribucién y funcién de los marcadores (CD) de las células B en

cerdos
Marcador Distribucion Funcién propuesta
CD1c  Todos los linfocitos B Interviene en la presentacion de antigenos no
peptidicos
CD10 En células pro-B Endopeptidasa neutra, se expresa

transitoriamente en los progenitores menos
diferenciados

CD21 Todos los linfocitos B Receptor de complemento
CD34 Células progenitoras Molécula de adhesién y marcador de células
madre
CD40 Célula pre-B hasta La unién de CD40 al receptor de CD40 permite
célula B de memoria que la célula T cooperadora active a la célula B

para que prolifere en célula B de memoria y en
células plasmaticas, permanece toda la vida

(Boersma, 2001; Bullido, 1999; Chun 1999, Shailubhai 1997)

1.3.4 Sistema Inmune del Cerdo Recién Nacido

Todos los componentes del sistema inmune innato y adquirido se desarrollan en el
utero y son funcionales al nacimiento. De cualquier forma éstos son generalmente
menos eficientes que en el adulto (Roth, 1999), parte de esta inmunodeficiencia ha
sido atribuida a la inmadurez de los compartimentos linfociticos del sistema linfoide
(Murgita y Wigzell, 1981).

La placentacién epiteliocorial de la cerda mantiene varias capas tisulares entre
la circulacién materna y la fetal, lo cual impide la transferencia de anticuerpos. En la
cerda, como en las demas especies domésticas, la transferencia pasiva de
anticuerpos de la madre a la cria ocurre a través del calostro. La concentraciéon de
anticuerpos en el calostro de la cerda ocurre en los ultimos dias de gestacion. Estos
anticuerpos son transferidos a través de las células intestinales intactas a la
circulacion del recién nacido (Roth, 1999).

La inmunidad del recién nacido esta limitada por la cantidad y calidad de
anticuerpos en calostro y por la cantidad que el neonato sea capaz de absorber
(Holland, 1990), ademas de que el repertorio de anticuerpos esta restringido a
aquellos antigenos para los cuales la cerda ha desarrollado células B de memoria
(Porter, 1986; Chappuis, 1998). La absorcion maxima de inmunoglobulinas en el
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intestino del lechén ocurre durante las primeras 4-12 horas después del nacimiento.
Las inmunoglobulinas son absorbidas a través del epitelio yeyunal por los vasos
linfaticos y entran a la circulacion sistémica por el conducto toracico (Westrém et al.,
1985; Porter, 1986). En general, la permeabilidad del epitelio intestinal es mayor
inmediatamente después del nacimiento y declina rapidamente dentro de las
primeras 24 horas por la maduracién de las células intestinales, asi como por el
establecimiento de la flora intestinal (Chappuis, 1998; Rooke, 2002).

1.3.5 Enfermedades del recién nacido

Los cerdos recién nacidos pueden verse afectados por diversos padecimientos, lo
cual se manifiesta principalmente con emaciacion y falta de desarrollo; esto puede
deberse por lo general a trastornos en el aparato digestivo con signos como diarreas
y vomitos, provocados por colibacilosis, gastroenteritis epizodtica trasmisible,
Clostridium perfringes, diarrea epidémica porcina y parasitos internos, entre otras.
Los padecimientos del aparato respiratorio también afectan el crecimiento del cerdo
provocando signos de disnea, tos y estornudos como en el sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRS), influenza porcina, seudorrabia, toxoplasmosis, rinitis
atréfica e infeccion por citomegalovirus porcino. Podemos encontrar signos del
sistema nervioso en casos de; hipoglucemia, seudorrabia, meningitis
estreptococécica, malformaciones congénitas, ojo azul y encefalomielitis
hemoaglutinante.

La anemia es un signo importante en los lechones recién nacidos y puede ser
causada por; deficiencia de hierro, sindrome mastitis metritis agalactia (SMMA),
eperitrozoonosis y hemorragia umbilical.

Por lo general los signos clinicos de los problemas de cojera son de facil
deteccion y pueden ser provocados por padecimientos como; poliartritis infecciosa,
traumatismos, patas abiertas e inyecciones mal aplicadas.



2. OBJETIVOS

a) Determinar la presencia de los linfocitos B activados y linfocitos T en timo,
bazo, linfonodos mesentéricos, linfonodos cervicales superficiales, yeyuno e

ileon en lechones de dos dias de edad.

b) Describir la distribucion de los linfocitos B y T en los 6rganos linfoides

sefalados.

c) Sentar las bases que permitan realizar estudios adicionales sobre el sistema

inmune del cerdo.
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3. MATERIAL Y METODOS

Animales
Utilizamos cinco lechones generados por la cruza de las razas Landrace x Yorkshire
de dos dias de edad provenientes de una granja comercial localizada en el municipio
de San Juan Zitlaltepec, Estado de México. Cada lechén fue sacrificado mediante la
aplicacion de 5 ml de pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer) por via intracardiaca.
Tomamos dos muestras de cada o6rgano, a saber; timo, bazo, yeyuno, ileon,
linfonodo mesentérico y linfonodo cervical superficial. Las muestras fueron divididas
en dos partes; una de ellas fue colocada en un crioprotector (2-metil butano) y
congelada en nitrégeno liquido y la otra en fijador de Zenker. Las muestras
congeladas fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de ser cortadas.

En el momento de obtener las muestras realizamos la inspeccién del resto de

los dérganos y anotamos los hallazgos macroscoépicos.

Realizacion de cortes por congelacion e inmunohistoquimica (deteccion de
linfocitos T)

a) De las muestras obtuvimos cortes de 10 um de grosor en el criotomo (Leica),
los cortes fueron montados en portaobjetos recubiertos con gelatina al 0.5%.

b) Inmediatamente después fueron almacenados a -20°C.

c) Para la inmunohistoquimica permitimos que la muestra se descongelara a
temperatura ambiente y para evitar su deshidratacién la mantuvimos durante
este tiempo en PBS 100 mM (Amortiguador de fosfatos).

d) Posteriormente fijamos con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos y
lavamos con PBS durante cinco minutos, tres veces.

e) Bloqueamos con suero normal de ratén al 7% durante 20 minutos y lavamos
con PBS durante cinco minutos, tres veces.

f) Expusimos el corte al anticuerpo monoclonal de ratéon dirigido contra CD3 de
linfocitos de humano (marca Serotec, F0818) y que reconoce el CD3 de
porcino (Chianini F, 2001). Este anticuerpo fue aplicado a una dilucién de 1:10
en PBS y se incub6 durante toda la noche en camara humeda a 4 °C.
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h)

i)
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Lavamos con PBS durante cinco minutos, tres veces y, finalmente, una vez
mas con agua desionizada.

Finalmente montamos la muestra con gelvatol, al cual le adicionamos 50 ul de
parafenilendiamina al 1% y lo protegimos con un cubreobjetos.

Observamos y cuantificamos al microscopio de epifluorescencia.

Inclusién en Parafina

a)
b)
c)

d)
e)

f)

Sumergimos las muestras en fijador de Zenker por 24 horas.

Lavamos con agua destilada durante 10 minutos.

Deshidratamos e infiltramos en parafina:

- Deshidratamos en un gradiente de alcohol etilico (60°, 70°, 95° y 100°). La
muestra permanecié 15 minutos en cada graduacién. En cada cambio el
alcohol fue calentado en un horno de microondas (45-55°C durante 2 min).

- Sumergimos las muestras en monémero de estireno durante 24 horas.

- Infiltramos en parafina por 60 minutos, dos cambios.

Inclusién en parafina.

Realizamos cortes en microtomo (Leica) a un grosor de 5 pm.

Finalmente montamos los cortes en el portaobjetos.

Tincion Hematoxilina-Eosina

a)
b)
c)

d)

e)

9)
h)

Colocamos en xilol durante 15 min, dos veces.

Colocamos en alcohol etilico durante 30 segundos.

Rehidratacién de la muestra:

- Rehidratamos en un gradiente de alcohol etilico (100°, 96°, 96° y 80°). La
muestra permaneci6 30 segundos en cada graduacion.

Lavamos en agua destilada.

Colocamos en lugol durante 15 min.

Lavamos con agua corriente.

Colocamos en Tiosulfato de Sodio durante 15 min.

Lavamos con agua destilada.

Tefimos en el colorante de Hematoxilina durante 15 min.



)
k)
)

Lavamos con agua corriente.
Colocamos en alcohol acido durante 10 seg.
Lavamos con agua destilada.

m) Colocamos en carbonato de litio durante 30 seg.

n)
0)
P)
Q)

r

s)

Lavamos con agua corriente.

Tefiimos en el colorante Eosina durante 10 min.

Deshidratamos en alcohol etilico de 96° durante 30 segundos, dos veces.
Deshidratamos en dos pasos de alcohol absoluto; por un minuto en el primero
y por dos minutos en el segundo.

Realizamos dos pasos de xilol; por un minuto en el primero y por cinco
minutos en el segundo.

Cubrimos la laminilla, la observamos al microscopio y realizamos la evaluacion

respectiva.

Tincién Verde Metil Pironina (Para deteccion de linfocitos B)

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)

Para eliminar la parafina enjuagamos los cortes en Xilol, dos veces.
Para hidratar las muestras las colocamos en alcohol etilico, dos veces.
Pasamos a alcohol etilico 96%, dos veces.

Colocamos en alcohol etilico al 80%.

Enjuagamos con agua destilada.

Colocamos en lugol durante 15 minutos.

Enjuagamos con agua destilada.

Colocamos en una solucion de tiosulfato de sodio durante 15 minutos.
Enjuagamos con agua destilada.

Lavamos con acetato de sodio (pH 4.4).

Tefimos con pironina durante 40 minutos.

Enjuagamos con agua destilada.

Teflimos con verde de metilo durante 20 minutos.

Enjuagamos con acetona.

Enjuagamos con metanol.



p) Dejamos secar al aire.
q) Humedecimos en xilol y colocamos el cubreobjeto.

r) Observamos y cuantificamos al microscopio 6ptico.

OBSERVACION Y ANALISIS

Revisamos los cortes tefiidos con H-E en un microscopio éptico (American Optical)
con el fin de evaluar la integridad de los ¢rganos y observar las lesiones que
pudieran existir. En yeyuno e ileon cuantificamos la totalidad de los domos presentes
por corte, asi como los linfocitos intraepiteliales presentes en diez campos elegidos al
azar (objetivo 40x) y reportamos los valores promedio. De la misma manera

cuantificamos los linfocitos periarteriolares en timo, bazo y linfonodos.

La tincién de los cortes con verde metil pironina nos permitié distinguir a los linfocitos
B activados en los 6rganos estudiados. Estos linfocitos fueron identificados por su
morfologia y por la coloracién obtenida; citoplasma de color rosa intenso y ntcleo de
color verde. Los linfocitos mostraron las mismas caracteristicas en todos los érganos.
Cuantificamos las células presentes en diez campos elegidos al azar (objetivo 40x) y
los valores promedio aparecen en el texto entre paréntesis y estan registrados en la
Tabla 4.

Con la aplicacién del anticuerpo anti-CD3 identificamos a los linfocitos T en los
6rganos estudiados. Observamos las preparaciones en un microscopio de
epifluorescencia e identificamos a las células inmunopositivas por la luz verde
fluorescente que emiten, las cuantificamos en diez campos elegidos al azar (objetivo
100x), los valores promedio se encuentran en el texto entre paréntesis y se reportan
en la Tabla 5.
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4. RESULTADOS

De acuerdo con nuestras observaciones podemos comentar que, en todos los
organos estudiados, encontramos una mayor cantidad de Linfocitos T que de
linfocitos B. Sin embargo, esto no significa que realmente existan pocos linfocitos B,
ya que debemos considerar que este resultado es sélo preliminar ya que el método
utilizado soélo permite la identificacion de los linfocitos B activados (células
plasmaticas), mientras que el anticuerpo anti-CD3 detecta incluso a los estadios
inmaduros de los linfocitos T. Si bien la tincion con verde metil pironina limité nuestra
posibilidad de detectar a la totalidad de los linfocitos B, por otra parte nos permitié
detectar de manera especifica a los linfocitos B activados.

Podemos sefialar que los animales utilizados en este estudio eran animales
sanos ya que al realizar la inspeccién postmorten y al revisar los cortes tefiidos con
H-E nos percatamos de que todos los 6rganos estaban en buenas condiciones y no
mostraban cambios patolégicos aparentes (SCPA).

Timo
En el timo encontramos una cantidad casi nula (1.0) de linfocitos B en comparacion
con la cantidad de linfocitos T (37.7) (Tablas 4 y 5). Los linfocitos B estaban
localizados en la corteza del érgano, mientras que los linfocitos T fueron ubicados
dispersos tanto en la corteza como en la médula de este érgano. De los érganos
estudiados el timo fue el que presenté el menor nimero de linfocitos B y, de manera
contrastante, fue en el que encontramos el mayor nimero de linfocitos T.

Obtuvimos un promedio de 15.7 linfocitos periarteriolares por campo de
observacion y de manera general podemos sefialar que se trata de linfocitos T.
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Figura 1. TIMO. A) Podemos observar a los vasos sanguineos (1), el tejido conectivo
(2), la corteza (3) y la médula (4) de este 6rgano (H-E, 40x). B) Linfocito B con el
nicleo de color verde (5) y el citoplasma de color rosa (6), localizado entre otras
células (verde metil pironina, 100x). C) Observamos varios linfocitos T, los cuales se
identifican por su fluorescencia de color verde (inmunohistoquimica, 40x).



Bazo
El bazo como érgano secundario en el cual se almacenan células de defensa
encontramos que la cantidad de linfocitos B fue pequefia (3.8) en comparacion con
los linfocitos T (18.1), las primeras tuvieron su localizacion en la pulpa blanca y los
segundos a nivel periarteriolar.

Encontramos un promedio de 18.3 linfocitos periarteriolares, esto nos permite
sefalar que la mayoria de los linfocitos T estan localizados en esta posicion.

Figura 2. BAZO. A) Observamos el
parénquima a nivel de la pulpa roja (1),
también apreciamos la serosa (2) asi
como una de las trabéculas (3) y vasos
sanguineos (4) del érgano (H-E, 10x).
B) Observamos el linfocito B con su
nticleo de color verde (5) y su
citoplasma de color rosa (6) rodeado
por otras células (verde metil pironina,
100x). C) Observamos linfocitos T, los
cuales se identifican por su
fluorescencia de color verde
(inmunohistoquimica, 40x).
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Yeyuno
En los nodulos linfoides agregados (placas de Peyer) localizados en el yeyuno la
presencia de linfocitos B (2.2) fue menor en comparacion con los linfocitos T (23.0).
La localizacién de la mayoria de los primeros fue en la zona intraepitelial aunque
también se hallaron algunos en los nédulos linfoides agregados, por su parte la
mayoria de los linfocitos T estuvieron presentes en los nédulos linfoides agregados.
También cuantificamos la cantidad de domos presentes en este érgano y
encontramos que el numero total de domos fue de 17.6 por corte y el promedio de

linfocitos intraepiteliales resulté ser de 17.2.

lleon
Al evaluar las preparaciones de ileon observamos una pobre presencia de linfocitos
B (3.9) en comparacion con los linfocitos T (17.0). Es importante recordar que éste es
el érgano que presenta un mayor desarrollo de los nédulos linfoides agregados. La
mayoria de los linfocitos B fueron observados intraepitelialmente, mientras que los
linfocitos T fueron localizados en los nédulos linfoide agregados.

En este 6rgano encontramos un total de 12 domos por corte y un valor
promedio de 15.4 linfocitos intraepiteliales.



Figura 3. YEYUNO. A) Apreciamos en la vellosidad del intestino el epitelio (1), el
tejido conectivo (2) y algunas células linfoides (3) (H-E, 40x). B) Observamos la
presencia de un linfocito B con el nicleo color verde (4) y el citoplasma color rosa (5),
a nivel de la vellosidad (verde metil pironina, 100x). C) Observamos linfocitos T que
se identifican por su fluorescencia verde (inmunohistoquimica, 40x).
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Figura 4. ILEON. A) Apreciamos un domo (1) y su Placa de Peyer (2), asi como el
tejido conectivo (3) (H-E, 40x). B) Observamos dos linfocitos B con su nucleo verde
(5 y 6) y su citoplasma de color rosa (7 y 8), localizados a nivel de submucosa (verde
metil pironina, 100x). C) Observamos linfocitos T de fluorescencia verde
(inmunohistoquimica, 40x).



Linfonodo Mésentérico
Los linfonodos mesentéricos guardan una cercana relacién con el intestino delgado,
debido a su localizacién en la raiz del mesenterio comun. Los linfocitos B (4.4) no
resultaron ser tan numerosos como los linfocitos T (15.4), ubicandose la mayoria de
los primeros en la zona medular y rodeados de linfocitos T. Sabemos que la
disposicion del tejido linfoide en esta especie es distinta, ya que la zona medular se
encuentra en la parte periférica y la zona cortical en la parte interna.

En este érgano encontramos un promedio de 15.2 linfocitos periarteriolares

por campo.

Linfonodo Cervical Superficial
El linfonodo cervical superficial presentd una mayor cantidad de linfocitos T (18.1)
que de linfocitos B (2.5), localizdndose los primeros en la zona medular y los
linfocitos B en la zona cortical. Es importante recordar, lo que ya se mencioné en el
parrafo anterior, en relacién con la disposicion del tejido en estos érganos en el
cerdo.

En este drgano encontramos un promedio de 14.9 linfocitos periarteriolares

por campo.
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Figura 5. LINFONODO MESENTERICO. A) Zona cortical del linfonodo donde se
observa la poblacion celular (H-E, 10x). B) Observamos un linfocito B con el nicleo
de color verde (1) y el citoplasma de color rosa (2) (verde metil pironina, 100x). C)
Los linfocitos T se aprecia gracias a su fluorescencia verde (inmunohistoquimica,
40x).
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Figura 6. LINFONODO CERVICAL SUPERFICIAL. A) Observamos la poblacion
celular a nivel de la corteza (H-E, 10x). B) El linfocito B lo observamos con el nucleo
de color verde (1) y el citoplasma de color rosa (2) (verde metil pironina, 100x%). C)
Apreciamos el linfocito T con la fluorescencia verde (inmunohistoquimica, 40x)
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Tabla 4. Localizacion y cuantificacion de los linfocitos B

Organos T 1 2 3 4 5 Promedio (D.E.)
Timo 10 18 - 1.8 10 15 1.1 (0.2)
Bazo 3.1 2.8 3.6 5.6 3.8 3.9(1.0)
Yeyuno 1.8 21 2.3 3.2 2.8 2.4 (0.6)
lleon 45 35 40 32 46 4.0 (0.6)
Linfonodo Mesentérico 4.1 4.2 3.0 6.0 5.0 4.5(1.1)
Linfonodo Cervical 4.1 2.8 2.2 22 2.6 2.8 (0.8)

D. E. = Desviacién Estandar

Tabla 5. Localizacién y cuantificacion de los linfocitos T

Lechones

Organo 1 2 3 4 5 Promedio(D.E.)
Timo 309 392 343 253 586 37.7 (12.7)
Bazo 112 169 230 211 185 18.1 (4.5)
Yeyuno 191 254 254 190 259 23.0(3.6)
fleon 168 201 196 151 127 17.0 (3.1)
Linfonodo Mesentérico 189 140 199 170 73 15.4 (5.1)
Linfonodo Cervical 143 157 214 231 16.0 18.1 (3.9)

D. E. = Desviacion Estandar.
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Linfocitos B
1 Linfocitos T

No. de linfocitos

Figura 7. Numero de linfocitos B y T. Se ilustra de manera comparativa el nimero
de linfocitos B y T encontrados en los diferentes érganos evaluados.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo nos muestran que existe una diferencia
importante en cuanto a la cantidad de linfocitos encontrados, siendo los linfocitos T
mas numerosos que los linfocitos B en todos los érganos estudiados, al hacer una
revision del tema encontramos varios factores que pueden explicar nuestros
hallazgos:

En primer lugar debemos sefalar que este resultado es sélo preliminar ya que
las diferencias encontradas pueden, en parte, ser atribuidas al método empleado
para detectar a esta poblacién de linfocitos. Los métodos utilizados implican, por
parte de los linfocitos T la deteccion de todas las poblaciones celulares incluso
aquellas inmaduras, mientras que por parte de los linfocitos B la tincién aplicada
permite solo la identificacién de los linfocitos B activados.

Varios articulos sefialan una disminucién en el nimero de células inmunes
inmediatamente después del nacimiento. Asi, McCauley y Hartmann (1984)
encontraron que a los dos dias después del nacimiento existe una disminucion
transitoria en el nimero de linfocitos B circulantes. También Chu R M et al. (1979b),
reportan valores bajos para los linfocitos intraepiteliales de intestino, ambos reportes
coinciden en esta baja transitoria que se presenta entre el momento del nacimiento y
los primeros cinco dias de edad, donde inicia un aumento en su nimero, este
aumento es continuo hasta alcanzar los niveles normales de un animal adulto a la
edad de 30 dias aproximadamente (McCauley y Hartman, 1984; Chu RM et al.,
1979b). En ofro estudio en el que se contabilizaron los monocitos/granulocitos,
células MHC Il y linfocitos T en el intestino delgado, también se reporta que, al
nacimiento, existen en bajo numero, y que algunas subpoblaciones de linfocitos T no
alcanzan los niveles de un animal adulto sino hasta la séptima semana (Vega-Lopez
M A et al., 1995).

Una ultima consideracion se refiere a la porcion de intestino muestreada ya
que se ha determinado que generalmente, la parte craneal del intestino delgado
contiene mas linfocitos intraepiteliales y que existe una disminucion gradual en el
numero de linfocitos intraepiteliales hacia la porcién final del intestino (Chu R M et al.,
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1979b). Para este trabajo tomamos muestras de la ultima porcion del yeyuno y del
ileon que es donde se encuentra la menor cantidad de linfocitos. De hecho, los
valores reportados por Chu R M et al. (1979b) en cerdos a la misma edad son aln
menores que los obtenidos en este estudio (3.2 contra 17.2 para la parte final del
yeyuno ¥ 1.6 contra 15.4 para ileon).

De acuerdo con lo reportado por Bianchi et al. (1992), encontramos que el
timo fue el érgano con la mayor cantidad de linfocitos T, esto puede ser considerado
como un hallazgo normal ya que como antes mencionamos, el timo es el 6rgano
primario en el que maduran los linfocitos T y de ahi surgen inmunolégicamente
capacitados para colonizar a los érganos linfoides periféricos.

Al comparar la cantidad de linfocitos intraepiteliales y la cantidad de domos
encontrados en yeyuno e ileon observamos que, en ambos resultados, el yeyuno
tuvo una mayor cantidad que el ileon, esto puede deberse a que el yeyuno presenta
un mayor nimero de pliegues en su mucosa y esto le da ventaja en comparacion con
el ileon, que aunque sus domos son mas evidentes tiene menos pliegues vy
concuerda con datos reportados previamente por otros investigadores (Allen y Porter,
1977, Chu R M et al., 1979b; Chu y Liu, 1984; Bianchi et al., 1992).

Podemos sefialar que la distribucion de los linfocitos B y T en todos los
organos estudiados correspondié con lo reportado en los diferentes textos
consultados (Halliwell, 1989; Morilla, 1989; Banks, 1996).

La cantidad de linfocitos B y T presentes en el linfonodo mesentérico fueron
similares a los encontrados en yeyuno e ileon y esto puede ser explicado por su
estrecha relacién anatémica. Sin embargo, no es lo esperado pues en un érgano
estimulado deberiamos encontrar una mayor cantidad de células en relacién con la
presencia de proliferacion, tal y como lo reporta Bianchi et al. (1992), quienes
encuentran 10 veces mas linfocitos en el linfonodo mesentérico que en el yeyuno e
ileon en cerdos de un dia de edad.

Los valores encontrados en el linfonodo cervical superficial resultaron
similares a los del bazo y esta relacion se puede atribuir al hecho de que ambos son
organos linfoides secundarios relacionados con el ambiente sistémico. Sin embargo,
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los valores reportados son 66 veces inferiores a los encontrados por Bianchi et al.,
1992.

Por lo anterior podemos sefialar que los linfocitos de los lechones estudiados
presentan disminuida su capacidad de proliferacion, probablemente por falta de
estimulacién o bien por alguna incapacidad natural de maduracion. Segtn Becker y
Misfeldt (1993), sefialan que en los porcinos la expresién de antigenos de
diferenciacion en la superficie de las células parece ocurrir antes de que los linfocitos
tengan la capacidad de responder a mitdgenos.

L‘_)e acuerdo con nuestros hallazgos podemos sefalar que los cerdos recién
nacidos incluidos en este estudio presentan un sistema inmune que no esta
completamente desarrollado al nacimiento, por lo que es necesario realizar estudios
adicionales que nos permitan conocer los eventos y factores que intervienen para
que en los cerdos recién nacidos exista una menor cantidad de linfocitos T y B, y el
hecho de que estas células presenten disminuida su capacidad de proliferacion
(Becker y Misfeldt, 1993).
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6. CONCLUSIONES

1. Los o6rganos linfoides estudiados presentaron una cantidad escasa de linfocitos Ty
B, esto puede ser atribuido, segun reportes publicados, a una disminucién en el
numero de linfocitos que se presenta en los porcinos en el periodo que va desde el
nacimiento hasta los cinco dias edad.

2. Identificamos una mayor cantidad de linfocitos T que de linfocitos B en todos los
organos estudiados, pero este hallazgo lo atribuimos a los diferentes métodos
utilizados. Es importante sefialar que la tincion con VMP sélo permite la identificacion

de los linfocitos B activados.

3. En este estudio encontramos una mayor cantidad de linfocitos B y T en yeyuno
que en ileon, lo cual concuerda con reportes publicados en los que se sefiala que
existe una disminucién en el nimero de linfocitos hacia la parte distal del intestino
delgado.

4. La cantidad de linfocitos B y T encontrada en el ileon fue similar a la presente en el
linfonodo mesentérico y esto lo podemos atribuir a su relacion anatémica, sin
embargo podria considerarse como una evidencia que nos permite sefialar que estas
células presentan una aparente disminucién en su capacidad de proliferacion.

5. El numero de linfocitos B y T presentes en yeyuno, ileon y linfonodo mesentérico
fue similar al encontrado en bazo y linfonodo cervical superficial, donde se esperaria
la presencia de una mayor cantidad de células, lo cual refuerza la hipotesis de que

presentan una menor capacidad de proliferacion.

6. La distribucidon de los linfocitos B y T en los organos linfoides estudiados

corresponde con lo sefialado en la literatura.

7. Existen reportes que sefialan que el anticuerpo anti-CD3 de humano muestra

reaccién cruzada con el antigeno correspondiente de los porcinos de tal forma que
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permite la identificacion de los linfocitos T en esta especie, de acuerdo con nuestros
resultados podemos sefalar que el uso del anticuerpo anti-CD3 de humano es
adecuado para dicho fin.



7. ANEXO (SOLUCIONES)

Fijador de Zenker

Cloruro de mercurio 59

Dicromato de potasio 25¢g

Sulfato de sodio 19

Acido acético glacial 5 ml (adicionarse antes de usarse)
Agua destilada 100 ml

Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS 100 mM)
Fosfato de Sodio Monobasico 23g

Fosfato de Sodio Dibasico 11.5¢g
Cloruro de Sodio 90.0g
Agua destilada cbp 1000 ml.

AjustarpH7.2a7.4

Preparacion del Gelvatol

Calentar a 50-60° C 40 ml de Tris-C1 0.2 M, pH 8.5

Adicionar lentamente 8 g de polivinil-alcohol e ir agitando simultaneamente.
Enfriar y agregar 20 ml de glicerol

Centrifugar a 5,000 rpm por 15 minutos

Alicuotar y guardar a —20° C.

Parafenilendiamina 1%

Parafenilendiamina 10 mg
PBS cbp 1 mil
Solucién de montaje

Gelvatol 450 pl
Parafenilendiamina 50 ul
Colorante pironina 2%

Pironina B 500 mg
Agua destilada 25 mi
Verde de Metilo 2%

Verde de metilo 19
Agua destilada 50 ml

Una vez preparada, la solucion se lava con cloroformo mediante pasos sucesivos de
agitacién-centrifugacion, esto se realiza hasta que el cloroformo deje de tefiirse de
violeta.

Amortiguador de Acetato, pH 4.1
Acetato de sodio 4125¢g
Agua destilada 250 ml
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Ajustar a pH 4.1 con &acido clorhidrico 5N.

Para la solucién final se mezclan volimenes iguales de verde metil pironina y
amortiguador de acetato.

Paraformaldehido 4%

Disolver 4 g de paraformaldehido en 50 ml de agua a 60-70° C, mediante agitacién
constante.

Adicionar hidroxido de sodio 1M, por goteo hasta que la solucién se aclare.

Enfriar en hielo y guardar a 4° C. El paraformaldehido se mantiene estable solo
durante 4-6 semanas.

Previo a su utilizacion mezclar a volumenes iguales con PBS 200 mM.

Tiosulfato de Sodio 5%

Tiosulfato de sodio 209
Agua destilada 400 ml
Gelatina 0.5%

Gelatina 250 mg

PBS (100 mM) 50 ml
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