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RESUMEMY

Como parte de un Programa de Investigacidn sobre Inmunidad Intestinal Pasi
va, se estudid la respuesta inmune de ratones lactante a la administracidén
por via oral de inmunoglobulinas de cerdo, en comparacign con un grupo de
animales que las recibid por via subcutdnea y un control sin inmunoglobuli
nas.

Se utilizaron 44 camadas de ratones Balb/c AnN, los cuales recibieron
desde el nacimiento diferentes dosis de inmunoglobulinas por via oral &
subcutdnea, cada tercer df{az hastaz un total de 10 dosis. Se estudid la res-
puesta inmune por medio de 1la Técnica de Transformacidn Blastoide y Hema -
glutinacidn Indirecta. No se encontraron linfocitos sensibilizados a las
inmunoglobulinas de cerdo en los bazos de los ratones inmunizados. En He -
maglutinacidn Indirecta se encontraron anticuerpos especificos en el 13.86%
de los animales inmmunizados por via subcutfinea y en el 4.91% de los inmuni
zados por via oral. Sin embargo debido a los valores bajos gue mostraron,
se concluve gue no hay diferencias significativas al compararlos con los

grupos testigo.
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INTRODUCCION

Las infecciones entéricas en México, constituyen un grave problema de sa -
1lud piblica ya que causan un alto nilmero de muertes dentro de la poblacidn
infantil; principalmente en nifios 1actante$ asi como en recién nacidos de
otras especies de importancia pecuaria coﬁo,io'son el ganado porcino, vacu
no, caprino y ovino (1, 2y 3 ).

ILa alta incidencia de estas enfermedades en reciém nacidos puede rela
cionarse de manera directa con la contaminacién ambiental, la desnubricidn
+ con el perfodo de relativa inmadurez inmunolSgica por la que atraviczan.
Como se sabz, en el recién nacido el sistemz inmune aunqgue completo, no es
capaz de resistir un reto con algin antigeno de una manera ripida y eficaz,
debido muy brobablemente a gque en la vida intrauterina, no tenia contacto
con ningln tipo de agente extraio ( 4 ).

bebido a la gran importancia gue estas enfermedades representan para
la s=zlud, es de interés conocer la etiologia de las mismas asi como la in-
munologia del tracte intestinal. Con respecto a la etiologia, se conocen

algunas bacterias enteropatdgenas ( Sazlmonella, Escherichia coli, Shigela,

tcétera ), algunos virus ( Rotavirus, etcétera) y protozoarios ( Entamoe-

ba histolytica, Giardia lamblia ) como causantes principales (1, 5, 6 y

7 ). En cuanto a la inmunoclogia del tracto gastrointestinal, se conoce que

en animales adultos, inclusc el hombre, existen en el lumen

intes
tizuerpos principalmente de la clase IgA y linfocitos T que se encuentran
en el epitelio de la l3mina propia, gue participan de una manera muy impox
‘tante en la eliminacién de bacterias, wvirus y otros pardsitos.
£1 reciZn nacido adguiere anticuexpos de la madre en forma pasiva a

pxreir de la. placenta y/o el valestro ( 3, 4, 8, 9, 10 ¥ 11 ) Sin embargo,
muchas veces se ha visto que estos anticuerpos no son suficientes para eli
winar 2 los agentes infeccioscos; por lo que se ha tratado de incrementar

¥z proteccién mediante el empleo de anticuerpos o suero hiperinmune adminis
trado por via oral. Sin embargo., en ocasiones, la utilizacidn de anticuer
Pos Yy sueros hiperinmunes hetexdlogos por esta via de administracidn puede

producir reacciones desfavorables en el indiwviduo, sobre todo si se
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ha establecido en ellos una sensibilizacién previa ( 12, 13, 14, 15 y 16 ).
De acuverdo con lo anterior, se pretende estudiar la respuesta inmune de ra

twones lactantes Balb/c AnN a la administracidn por via oral de inmunoglobu

Iinas de cexrdo.



‘GENERALIDADES

Lies enfermedades gastrointestinales de origen infeccioso son frecuentes en
Tos paises ergvias de desarrollo y atacan principalmente a los grupos huma

mos mis pobres y marginados; siendo la causa principal de esta situacidn,

I dAeficiernte saneamiento ambiental y los malos h3bitos de higiene. Desde

muchos ¥ ailln en la actualidad, las enfermedades diarreicas son una de
l=s causas mis importantes de moxrbilidad y mortalidad en todo el mundo.
Constituyen, por su alta morbiletalidad y sus caracteristicas epidemiold -
gicas, un grave problema de salud piiblica; ya que causan un alto nlmero e
mmertes dent=zo de la poblacidn infantil principalmente en nifios lactantes
¥ reciZn nacidos de otras especies de importancia pecuwaria ( 1, 2 v 3 ).
En 1975 hubo aproximadamente 500 millones de casos de diarrea en ni -~
Dios en el mundo, causando la muerte de 5 a 18 millones de ellos. En 1930
=e calculd cue solamente en Africa, Asia ( excluyvendo 2 China } y Latinoa-
mErica, huba 1, 000 millones de casos de diarrea por afio en menores <a 3
atios de los cuales, 4.6 millones murieron; el 80% de los casos ocurxicreon

en menores de 2 anos ( 17, 18 y 19 ).

En México, las enfermedades gastrointestinales son endémicas, =

t=n en las épocas calurosas y son mi3s frecuentes dentro de las comunid

can mayores Jefectos sanitarios. Se calcula que hay mas de 500, 000 muer -
tes por afic, gue represepta aproximadamente el 15% de todas las defuncio -

nes registredas en el pais, afectando principalmente a los nifios mene

&z 1 afio y constituyen el 853% en el grupo de 0 a 4 afios. Como la frecuecn =
cia disminuve a partir de los 3 afios de edad, el alto porcentaje de inci -
&ancia de &stas en recién nacidos, puede relacionarse de manera directa

con el'periédo de inmadurez inmunoldgica gue presentan ( 4, 6 v 7 ).

ANATOMIA, EMBRIOLOGIA E HISTOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO.

H1 intestino delgado es la regidn mas importante del tubo digestivo, puaes

akwi tiene lugar la mayor parte de la digestidn ( gracias a gran cantidad



de glandulas y enzimas ) y la sbscrcidn.

Se encuentra divididc eax I =z2ccicnes : el duodeno que es la porcidn
proximal al estdmago, el veyuno gue ocupa la parte media y el ileon que es
el segmento final. Esti compuesto por 4 capas concéntricas { Figura 1 )
e de afuvera hacia 1z luz scoiz

Serosa o adventicia. = uesta por varias capas de tejido conec-—

tivo laxo, alternada con colioznm v eldstice.

‘Muscular. Esti formada per tejido muscular liso dispuesto en dos ca -

pas. En la interna se disponen bras circulares alrededor del tubo y en

1a externa fibras longit

Submucosa. Estd compuesta zor tejido conjuntivo o areolar; por medio

de €sta, la mucosa se comunicz <cn las demd3s capas; en ella se encuentran

una

ten iiquidos digestivcs. &:

onentes gue gon: un epite -

lio sugerficial, un estrema constituido por tejido conectivo reticular vas

cularizado muy celular llz ina propiaz v una capa de miisculo liso

( 20 3.

delgado llamada musculszs

E]l desarrollo del zparaus Sizastivo en el humano se inicia desde el

del ectodeorme y mesoderme.

El epitelio v mesé@nguiza se

Jante a lo gue sexd el tubo &

primitivo se encuentra alineado v con cdlulas cuboides no diferenciadas,
gue proliferan rapidarwente y cisrran la luz. El primer indicio de forma -

cifn.de.vellosidades se presenzz.-.rodfedor.de la semana 7 y las. criptas es

-

t&in bien desarrolladas a la s 2 22, tierpo en el cuzl se encuentra ya
capacitado para transportar activamente aminoicidos a travds de un mecanis
mo selectivo; también se encusntran va enzimas capaces de funcionar en la
Jdigestidn.

En la vida extrauterina, la superficie Ze la luz intestinal estd inte
grada por varias estructuras anxtimicas. Primeramente uwna multitud de plie

gues, los cuales estin recubizrtos 3@ millones de vellosidades de:aproxima
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damente 1 mm de alturaj; ade

. cada célula gue constituye el epitelio in -
testinal tiene un borde libre que se conoce como " borde en cepillo ", por

4
estay formado por mi micrémetro de Plto. Todas estas

L - .
structuras aumentan la superficie de absorcidn intes-—

tinal. Histoldgicament v 1as criptas constituyen la uni-

dad funcional del ints vaellosidades estan formadas por

ales separadas por una membrana basal de la ld-

mina propia, ésta ro wvital de la vellosidad; en su intexior es -

tén los vasos sangu

bras musculares y nerviosas,
las células cebadazs,

iios, linfocitos y las cflulas plas

ticas

{ Figura 1 ). Las células gue constituyen las vellosidades estdn bien dife

renciadas y son sustituw en forma ripida cuando scn descamadas al lle -

gar al vértice de la ve

dad; su capacidad de absorcién disminuve tam -
pién a medida que é2jan de ser 3dvenes. Estas células se originan en las
riptas, emigran smobre 1z £

las capacitan para

i8n. Las criptas son la continuidad de la muco

sa por debajo de 1a base de las vellosi
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dau
tes grupos celularss, como las cé@lu

as &= Panet®h, las células argen-—

tSfilas, las células calicifcrmes, etcdtera. Se considera gua las criptas

L

tienen actividad ée prolifaracifn epitelial, gue se detiene hasta la terce
(=1

ra parte de la altura &2, la cripta, se diferencia en sz camino en células

con capacidad de zbsoxcif gar a la altura de la velliosidad, don-
s

v
fa
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4
~
2
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de sen descamadas enty crés v dejan en libertad las enzimas

cue contienen ( 21 ). ’ ;

FISIOLOGIA DL INTESTINO DELGADO

Bl revestimiento mucose del intestino delgado es uno &2

tables del oraganismo. Zec

N

eta diversas horm

mas que centribuyen a regular

la secresidn y motilidad giscrica, la secresidn del pancreas, la del pro -
c

pio intestino, las contraccismas de la vesicula biliar v de las vellosida-

des intestinales. Durante iz digestidn, las c¢&lulas de la mucosa realizan

madas por diferen

los tejidos mas no



éiferentes funciones hidroliticas y sintéticas sobre las sustancias alimen

ticias que pasan por ellas v mcdifican en gran medida el caricter del mate

rzal absorbide. Aln mien zrcduciendo sus propias secresiones,

las cé&lulas epitelialas

n agua v sustancias en solucién desde la

Juz del intestino hacia el iiguido intersticial para ser captadas por la
s

‘2. Esta actividad o

nte selectiva’'y reguiere de un gasto de
en=rgia considerable. Is probable gue en ningfin otro sitio un tejido reali

ce una variedad tan grande de funcisres ( 22 ).
Como se cconoce, una de las funciones principales del intestino delga-
éz es la akscrcidn. I.

e la digestidn come witaminas, wminera -

les, proteinas y agua, atraviezan la mucosa del intestino, entran a la cix
culacidn pox c'xi-fusi5n, ransporte activo, en sictuaciones especlales por pi

nccitosis. Las sustancias no se

acumulan en las c€lulas de la mucosa intes
tinal porgue difunden hacia

&
Ul

angre o linfa y son llevadas al higado v
resto del cuerns ( 23 ).

‘En los recifn nacidos la absorcidn de proteinas, con excepcidn de los
wvestigios de pepsina y las lactasas uvtilizadas para la Sigestidn de la le-

chi=, no exiten troteasas en la secresidn intestinal

las células muco

sa2s -con accidén conocida parz atacar = las proteinas naturales, por lo que
algunazs macromclfconizs se delicada en un proceso

an3logo a la facocitoszis, ( 22 ). Este tipo de

absorcidn ha podido ser

aonates de muchzs especiss de wmami-
randes cantidades de macrowmoléculas co-
Zel calostro como un fendmeno de inmu-—
1 exbargo, la facilidas de la mucosa in.-—

esta manera desaparece upos pocos dias

to segidn la especie. Este mecanismo es
especialrmente en las espe

que no reciben inmunidad pasiva de la

a través de la placenta ( 4, 22, 31, 32, 33 v 34 }.

Zor otra parre, el tracte gastrointestinal del aduito, es una barvera

impermeable e impenetrablie a la absorcién y transporte J= macreomoléculas

i

ido a que les precesos digestivos intraluminales actian eficientementce

n

las suscancias

zcular y con ésto disminuve el cotac



to macromolecular con la superficie mucosa. A pesarxr de ésto, se sabe gque
el intestino es capaz de absorbexr por un proceso pinocitico muy similar al
Que Dresentan los neonatos, ciertas macromoléculas en cantidades insufi
cientes para tener importancia nutricional pero en cantidades que pueden
ser amtigénicas o biol8gicamente activas (.22, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y
30 ).

El proceso pinocitico mencionado, se inicia con la interaccidn entre
molésrilas grandes dentro del lumen intestinal y componentes de la membrana
microvellosa de las c@lulas intestinales absortivas. Cuando se pone en con
tacto con la membrana celular una concentracidn suficiente de moléculaz se
£forman invaginaciones gue se transforman en peguefias vesiculas. Despuds,
1los antigehos migran dentro de estas vesiculas conccidad como fagosomas a
Ia regidn supranuclear de la c&lula donde los fagosomzs Se unen a liscso -
mas para formar vesiculas mis grandes denominadas fagslisosomas. Dentro de
estas estructuras se lleva a cabo la digestidn intracelular. Sin embargo,
cantidades peqguenas de moléculas ingeridas escapan a lo dogradacidn y mi -
gran hacia la superficie basal de la c&lula para ser depositadas en el es-
pacio intersticial por un proceso pinocitico en reverss conocido como exo-
citosis { Figura 2 ). Por filtimo todo este material tiene gue pasar por el
higacgo donde los macrdfagos v las células de Kuppfer, retienen todavia més
las macromol@culas que logran atravezar la barxrera intestinal ( 12, 25, 26,
29, 20 y 35 ). :

INMUNIDAD INTESTIMNAL :

El tejido linfoide del tracto gastrointestinal del adulto es un componente
central del sistema inmune del organismo. Es el sitio pringipal de exposi-

ifn @ material antigénico extrafio. En &l se encuentran en gran propercidn

linforitos -dispersos a todo lo largo de la lamina preopia y epitelio, con
agragacicnes que se forman en las placas de Peyer. Debajo del epitelio se
encuerxntra la lamina propia gue contiene una gran cantidad de linfocites 75

é€sta cubre un drea de trifico £o cdlulas tales como macrsfagos.y linfo =



citos B. La proliforacifn So

ios linfeocitos T ¥y B se lleva a cabo fuera y
dentro de las placas, 4%onman st lugar en la circulacidn de los nodos linfa-
ticos y el kazo.

Cuande se inicia una respuesta inmune en el intestino se

en 21, dentro de los gque s¢ encuentran: una

;zrpos, infiltracidn celular de la mucosa, desa
rrolle de c&€lulas preductoras de inmuncglobulirnz

= en la limina propia y
puede interferir con

ncia de patSgenos. Algunas veces, de mznera
patoldgica, hay anticusr

»os circulantes a proteinas alimenticias, reaccio-

- = - 7 ©
nes anafilzcticas, azti-racidn del complemento, etcctera.

Desde 1919 Bes:

5]

v Daves mostraron que el intestino era capaz de

produocir anticuersos zcntra de la disenteria bacilar ( 10 v 14 ). 40
afios despuBs se descubyr= gue en las secresiones externas v en la lamina

propia se pueden enco

rar IgG, IgM, Igh e JIgE; y se reconoce que la IgG e
IgM pueden jugar par ¢ importantes en términos de produccidn local de

anticuerpos. La IgE =

sintetiza localmente en particular en la mucosa

{ 10 ). La IgA es 1 irmunoclobulina gue predomina en el lumen intestinal

Yy por tanto es la «

el popel principal en cuanto a la defensa del
tracto, ya que acina == contra de bacterias, virus, autoantigenos, toxinas
Yy una gran variedad &z

enos usados experimentalmente para inmunizar a
nimales. Tambi&n ncia baeteriana v la colonizacidn a la
mucosa, &l inhibir actua como anticuerpo blogueador en tég
oreviene la absorciln de algunos antigenos

& macromoléculzas inmunizacidn oral, etcetera. Por todo lo

anterior la Iga
ganismo ( 10 ).

Por obra martz, avnaue ha sido- diffcil estudiar la participacidn de
los 1infocitos T, oxiszen ovidencias directas de su funcionzlidad, pues se
ha wvisto gue hay ©

de linfocinas v en un caso partisular , cuando

hay alguna infeccids

nsis hay produccidn prin-

cipalwmente de IgE, Io indica que para que

haya este tipo de respuesta,
fue necesaria una interaccidn celular entre linfocitos T y B ( 14 ).

En los neonatoss,

apacidad del tejido linfoide intestinal de proda
cir IgA comd resgu:ss

1la capacidad de los linfocitos T para me -
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Fig. 2. Mecanismo de absorcién y transporte de
macromoléculas en el intestino delgado.
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'
diar cualguier respuesta, se c¢ncuentra disminuida, de tal manera que son

mucho mds propensos a contraer enformeda

de: origen infeccioso. Sin em -
margo, los reci8n nacidos r2citen de lz2 madre a partir de la placenta IgG

v/c IgA, IgG, IgM y c&lulas través del calostro, que con =

P ! 3
tribuyen a lz defensa del t =inal en contra de tales infec

cigones. Por otra parte, aiin

s de mucha ayzda para el neconato,

o
rechas veces estos anticuexwos ne s

ntes para eliminar a los agen

infeccicsos (4 ).
‘For esta razdn muchos investigadores se han interesado en tratar de
auvmentar la inmunided pasive sara legrar una mejor proteccidn, mediante la

utilizacidn de sueros hiperirz nticuerpos especificos. Sin embargo,

zx5leges =n el tratamiento de enferme-
dzd=s infeccicsas, pronto se : que la respuesta inmune algunas ve -

ez exa una desventaja para riduc. Por lo general, el suexo dado pa

es de caballo, ) cual a su vez ac-

anticuerpos en el sujeto. La
combinacifn de estos anticuersos con el suere helerdlocgo en inyecciones

subsecusntes causa hipersensibilided tipo IIT & IV en el individuo ( 11,

tTs con anticuerpos heterdlogos

2 oxrzl, debido a 1a

la mucosa v a la escaces

A, un gran nimero de a la sangre ( Figura 3 ),

» contra de ellas, a veces
zecidn antigeno—anticuerpo que

vidad de la misma proteina

acuerdo con 1o aantexriaora. by we¥eb se pretende.cstudiar la

za immune da ratones

"

Balb/c AnN cuando se les

:tra por via cral in rdo. Para hacer evidente la

<a inmune v daxr apcyo zdministrd a un grupo de rato-

unoglebulinas de cev. ea.

i0



MATERIALES Y METODOS

| Se realizaron ensayos preliminares con ratones adultos y lactantes de la

cepa CDl para conocex si’las inmunoglobulinas. de. cerdo son inmunogénicas.
Ratones Adultos.

Se utilizaron 30 ratones adultos gue fueron inmunizados 10 veces con 20 ag
de inmunoglobulinas de cerdeo cada tercer €ia por 3 vias diferentes: 10 se
inmunizaron por via subcutdnea, 10 por via intraperitomeal y 10 por via in
tramuscular, en este caso los 2 primeros estimulos se administraron con Ag
yuvante Compléto de Freund ( ACF ) por via subcutineca. Una semana después
del quinto gstimulo. se sangraron por el ojo con la finalidad de buscar en
su suero anticuekpcs circulantes anti-cerdo ror medio de la técnica de .Do-
ble Inmunodifusifn ( DID ). Tambdifn 8 adias despuds de la décima estimula -
cidn se sangraron nuevamente para realizer la DID; v a la vez se realiza~-—
ron pruebas de hipersensibilidad cutZnea para estudiar su respuesta. Cada
ratdén recibid 4 inyecciones: 2 invecciones con 5 .ug de inmunoglcobulinas de
cerdo; una en la porcifn izguierda del abdomen y la otra en el cojineté
»lantar inferior izquierdo. Las 2 inyecciones restantes con 20 nl de PBS

P

5t8ril en la porcidn derecha del abdomen v en el cojinete plantar infe -

rior derecho. Los resultados de la prueba se leyeron después de 48 a 72 h
v constituyen los antecedentes basicos del resto del trabajo.

Z1 100% de los ratones inmunizados por vIa intramuscular, el 100% de
los inmunizados vor via intraperitoneal y el 57.14% de los inmunizados pox
+ia subcutinea respondieron con la produccién de anticuerpos circulantes

ti~zerdo determinado por la prueba de DID ( Figura 4 ). De acuerdo con

Qo o

s resultados obtenidos, podemos afirmar que las inmunoglobulinas de cer-
.
o son inmunog3nicas va que provocan una respuesta inmune en los ratones

<3

{a

ultcs de la cepa CDl.

g



Fig. 4. Doble Inmunad:

zadas con suercs dg X,

varse gu2 ns
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ros Jde raton
pondier (0
poz2 ctentral
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ratones.
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Por otra parte, el 30% de los ratoras inmunizados por via intramuscu -

Jar, el 71.42% de los inmunizados por via intra

aritonexl y el 14.28% de

srmunizados por via subcunénen presen

+ en la porcidn izquierda del

oI un grznuloma. Cabe hacer notar guz la hipersensibilidad en el coji

Ton base a estos resultados se proc=did a trabajar con ratones lactan
res do la misma cepa para. averiguar: si-respondizn tambifn a las inmunoglo-

pulinzs de cerdco.
Rartones Lactantes.
Zg erplmarcon 32 camadas de ratones las cualzs s2 inmunizarcn 10 veces cada

2, 5, 10, 20,

4, 375, 750, 1 125, 1 569, 2 232 v 3 ODO,ug de inmunoglobu-

- 3 - . .
rTerser Zia desde el nacimiento con concen
5

ratdn

=2n 0.2 xg de inmunogicbuli
FES en la porcidn derecha.
tiempo en el cual, se san -

o0s anti-cerdo circulan -

was nox medic da2 DID.

Ics ratones lactantes de esta cepa, no respendiereon a las gamaglobuli

zerdo, ya que todos los sueros

nazativos y en ninguno se pre

ranuloma ( Zigura 4 ).

podia implicar

el trabajo con

23 cerz de ratones EBalb/c AnN, la cual éada su singenicidad permite el cul

linfocitos de varios irndividuos sin el problema de estimu

antar no fue evidente ya que no se encontraron diferencias signifi- |

1z
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DISCRO EXPERIMENTAL
1

!

Se utilizaron

44 czmadas de ratones yecién nacidos de }.al cepa Balk/c And;
a 22 camadas se les cada tercer dia pox 10 veces, desde el naci

: f =
miento, diferentaes

managlobizlinas de cerdo por via oral; las 22
camadas rescantes wuvieron 21 mismo tratamiento s8lo gue por via subcutid -
nea. En ambos grupoes hu camadas controles gue recibieron PBS ( Cuzdro
1 ). Una semana desg

3 TGltima administrzcidn, tedos los ratones ge

Eter, se sangraveon a blanco por la axi-

la para la utilizac

se obtuvo 21 bazo de cada uno de elios
,

para la realizacifn celulaves.

La evaluzcidn de 1z

stz immune de los ratones recidn nacidos a

thulinns de cerdo, se realizd buscandc célu -

anticuerpos circulantes gmpleando la Técni-

Homaglutinacidn Indirecta respectivamente.

Obtencidn de Ismuncgloxulinas.: = -

Se utilizaron 3 ce

¢

Eos ninridcs:

oshire~Uuroc de 1a Granja Experimental

Vatexinaria vy Zootecnia de la UNAM para
la obtencidn de suexo. ninales se sacrificaron en el rastro v la
sangre fue recoleczada;

ccagular a tenmperatura ambiente por 1 hy,
se rerovid el cofgulio v anta 24 h a 4°C para tensr la mizxina re
traceidn dél mismo. D2sd

suaro y se centrifugd a 345 g du
rante 15 a 4°C.

Las inmmoglokizlinas ze cbouviercn del susra poxr precipitacidn con

8

3 solucidn saturada 4

[ ey St}

Ze amcnio

a pH 8 ( 37 } gue en volumen re
%L suifato de amonio se agregd

¢, se alcanzd de esta manera una
scteo, la mezcla se dejd en agi

15 300 g d&urante 30', so o




cunoro 1 P S

M b
vea L

rear

t 8n do
19 inmuioglobuiinas,
5.C. subcutfnea.




cer espuma, en una solucidn de Hall O. M. Esta operacidn se realizd las

i5

weces necesarias hasta que se elimind la hemoglobina. Por Gltimo, se diali

=& contra PBS { solucidn salinz isondnica amortiguada oon fosfatos 0.01 M
-

a oH 7.4) para eliminar 21 sulfsto de amonio con agitacidn continua duran

t= una semana, haciendo carbios de

2
g
W
n

diariamente.

inas se hizo por medio de la técnica

de Lowry ( 28 ). Esta t&cnica sa basa en una reaccidn wolorim@trica que de

pende del contenido da tirs tofano en la proteina. Por Gltimo,

Ias inmunoglebulinas de cer érilizaren por filtraeidn con un £il -
tro MITLIPORE con membrana de 0.22 um, se repartieron sz muestras de 1 ml
y Sse prepararon las difexent=s diluciones a2 utilizar en PBS estéril, se

conservaron congeladas @ — 20°C hasta 21 momento de su wso.

. Inmunizacidén de ratones.

A martir del nacimiento dia hasta completzr 10 dosis, se in-

e

zzxron 44 camadas de ratcnes Balk/c AnM con concentrazciones de 1.5, 7.5,

15, 75, 150, 360, 600, 1 23, 2 4G5 y 4 500 pyg de inmurncglobulinas de cex-
22

camadas se inmunizarsn ror via oral y 22 por viz subcutinea. Ambos

a las gue se les =ziministrd PBS.

n
i+
¢

~izc mediante lz incroduccidn, has-

1 mm de ecro por 20 cm de

sonectado a una jerinza desechable de
2l v ail momento de nsarse, se lavd va -

men de itmuneoglobulimas administrado

Ge 50 ul por ratén. & lcs controles se les did el wismo volu-
men Tero de FBS estdril.

La inmunizacidn de

via subcutinea e realizd por me -

&is Se una-

crojering= N; el émbolo y Ia aguia se mantu -

vipron ¥ lavaron de la misma Firwma yue 2l catSter. La inoculacidn se hizo
en ¢3% dorso, arriba de 1las matas s ‘icres de cada rztdn. Tl volumen ad-

ministrado de inmunoglobulinas este grupo v el de PBS para los

14



animales controles, fue de2 15 ul poxr ratén.

Cinética,Dosis—xespuesta‘de Cdnéénava}inaak ( Con A C-~2010 SIGMA™ ).

Esta cinética se realizd para conocer. 1a’ concentracidn Sptima de Con A que
rodujera una respuesta mAxima de los‘linfoditos de los bazos de 3 ratones
Balb/c AnM de tres semanas de edad (11X 10% c8lulas en 100 ul de medio
FPHKI 1540 Gikco ) con concentraciones de 0.25, 1, 2, 5, 10, 15, 25 v 50 ug
/=1; estas diluciones se hicieron a partir de una solucidn de Con A de

1 .mg/ml en medio RPMI. Las c€lulas se mantuvieron en cultivo en una micro-~-
rlaca de 96 pozos de Ffondo plano ( Costar No. 3590 ) durante 72 h a 37°C y
en una atmdsfera himeda con 5% &e CDE' Los linfocitos se marcaron con
10 a1 e Timidina 3

H con una actividad especifica ( AE ) de 6.7 Ci/mmol
{ WET ~ 0Z7XK ew

Zngland Nuclear ) diluida 1:10 en medio RPMI 1640 Gibco
sin suzre kowino Setal { SBF ), 18 a 24 h antes de ser cosechados. Las cé-
lulas con ADN marcado al cosechar, se recuperaron en tiras de papel de fi-

brz ds vidrio ([ Wnatman No. 1827~808,

2 X 12 ¢em ) usando un cosechador
Br

andel Modalo 24W. Las tiras de rpapel se dejaron secar y los fragmentos
cue =ontenian ¢z muestra se colocaron en frascos con 5 ml de liquido de
centellan. La respuesta de los linfocitos hacia las Jiferentes concentra -~
ciones S2 Con A se midieron por medio de cuentas per minuteo ( cpm ) emiti-

das, en .un contador de centelleo para liguidos TRI-~CARB Packard 300.

Obtencidn de cé&lulas linfoides de bazo.

Se ohtuvieron de manera estéril 'los bazos de los ratones de una camada, se
colocaron en mma caja petri que contenia 10 ml de solucidn salina balancea
&a de Hank { SSB de Hank ) pH 7.3 estéril y se bomogeneizaron con unas pin
z:5. El sobrenadante se colocd en un tubo de centrifuga de 50 ml estéril

{ Costar No. 3250 ) se dejd de 10 a 15' en hielo para permitir que las par

ifcutas mis grandes se sedimentaran. El contenido del tubo se decantd a un

15



segundo tubo y se centrifugd a 24 g por espacio de 10' a temperatura a

biente. Posteriormente el sobrenadante gse elimind y el botdn celular se ra

e

26316 en el mismo volumen de SSB de Hank; esta operacidn de lovade oo

S 3 veges para eliminzr la hemoglobina presente en el sobrenadante.

2
eguida del {ltimo lavade, las c&lulas se resuspendieron en medio REMI

Fibco suplementado con 10% de SBF inactivado; se tomaron 10 ual de cE
as haciendo una dilucidn 1:20 con una solucidn de a=znl tripanc al 0.4%
solucidn de NaCl 0.15 M, para concocer el nimero de cé&lulas, la via-

de las mismas y podexr ajusar su nimero a 1 X 106/ ml. Las muestras

‘gue se cbservs mis del 20% de c&lulas muertas no se utilizaron.

Transformacién Blastoide.

Esta t&cnica se basa en una reaccidn entre el antigeno ¥ las cd&lulas lin -

in

H
[s]
b
gn
)
o]
i
o]
@
4]
[
I
o

camente sensibilizadas a &l. Mide la capzcidad funcional <2

R - - <= s s -
para proliferar después de la provocacidm antigénica espacl
estimulacidn con mitdgenos inespecificos, mide la sintesis

com

- . . s e o 3. =
de AUN mediznte la incorporaciin de Timidina ~H en cuentas &z pulso ( ¢p
en un coentader de centelles para ligquides ( 39 ).

ZTn la prictica, se obtuvieron las células linfold

3
<

0
ft
8]
n
o3
n
o
1Y

tones de cada camada, <on los cuales se hicieron microcultivos wvor

vlicado en placas de 96 pozos de fondsc plano estériles ( Jostar
5

Se colocaron en cada pozo 1 X 107 células/ul y se formaron 4 g

&g

—rabajo, tal ceme lo indica el Cuadro 2. A cada grupo s2 le

3ioc RPMI 1640 Gibeo su;

iementado con 10% de SBFE .

Srupo control, con 100 ul S medio REMIL

3. Grupo control negativo, con 100 ul de gamaglcbuilinas de bovino
[ 1 mg/ml ].

o]

Grupo control positivo, con 100 ul de Con A [ 5 wg/ml 1.

<
.

. Grupo experimental, con 100 ul de gamaglobulinas de cerxdo
{1 mg/ml 1.

Los oultivos se incubaron a 37°C en una atmdsfera hiimeda con- 5% -denC0

g
L IURE RN

16
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rante 72 h, tiempo en el cual gourre una est

imelacidn sdecuada de los lin-

focitos por el antigeno & @i Es de 48 h de incubacidn, los
g

tivos se moarcaron con H con AE de 6.7 Ci/mmcl ( NET-

G27X Wew England MNuclear tda 1:10 en medio RPMI 15840 Gibco sin suple

mentar con SBF y despufs Zz 1% 224 h se cosecharon las ©Slulas en un cose

s
tiador Brandel Modelo 247

e 3 = R R
. que ha incorporado Timidina "H en ti

x2s de papel de fibra de vidric ( wWhatman No. 1827-808, 2 X 12 ¢m ). Las

tiras de papel se dejzron

v los fragmentos que contanian las mues -
tras se colocaron por S

frazcos gue contenian 5 ml de liguido de
centelleo. Por Oltimo, la

e

PR 3.,
Timidina “H incorporada por cada

por espacio de 1 min. en un contader
de centelleo para liguides TRI-JARE Packard 300.

Obtencidn y sensibilizaciln

Se sangrd un borrego de la vena se obtuvo en forma est€ril sangre

que se diluyd 1:2 con soluci@n ( 40 y 41 ), se dejaron a 4°C por

espacio de 4 dias para permitiz is da2 los eritrocitos wvieijos. Poste-
riormente los eritrocitos s2 =S pH 7.2 frio, se centrifugaron
a B50 g durante 10' a 5°C. Zsui aoperacidn Se lavado cco realizd las veces

necesarias hasta que en el . Despuds de

la Gltima centrifugacidn, on en 50 ml

de gamaglobuliras de cerde [ 10 —y‘ml }

1]
1
c
o
0
o]
bl
[of
[§]
[
O
5]
4]
¢}
=]
o
5]
a
-
2\
o

50 Vel

con © ml de glutaraldehicdo =

satura ambiente. Los
se ‘lavaron 3 veces para elim

nas de cerdo y por Gltimo se vz

utilizacidn.

Hemaglutinacidn Indirecta en microplaca,

17
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i8

Esta técnica de aglutinacifn, =2 basa en una reaccidén antigeno-anticuerso,

iine gquimices, un antigeno a eritrocitos para

{ 39 ).

( Figura 5 ), se colocd en cada pozo

;ul del suero de cada ratdn, se hicieron

~es meriadas con PBS hasta una
con valor &= 1:4096. Zg ooy 0 onoun control negative Zormado por 25 ul de

PES pH 7.2 ¥ ¢m contrel

rmado vor 25 ml de swero de conejo anti
—cerdo. Después en cada & , cqlocér@n' 25 )il de exritrocitos sensibiliza

-

dos. Las placas sz

h a 4°C y por mo se hicieron

las lecturzas correspondientos.--



RESULTZLOS

Cinética Dosis~respuesta de Concanavalina 2.

Como se¢ muestra en la Grifica 1 v Cuédro 3, la
focitos de bazo en cultivo se obtuvo cua do se

R concentraciones extremas, -la *espuesta Eue men

ut:.l‘zo 5 ,ug/ml de Con A.

Esta.uosis Sptima para

estimular a los linfocitos se utilizd nara 1os ensayos de Ttansﬁorma0101

Blastoide.

Transformacidn Blastoide.

N . : . 3 . . N
Las cuantas podr minuto (cpm) obtenidas ¢zl ADN-H™ de los 1linfocitos de ba—

: 5
zo de los crunos de ratones inmunizados, 10

Concanavalina A pueden observarse en las Grificas 2,

dros 4, 5, 6 y 7 respectivamznte. Se enc

entre las camadas inmunizadas per ambas vias con la mismz

gntre las camadas tratadas con diferentes concentraciones de inmunoglobuli

nas de cerdo. Lo mas evidente de todo,

a

Ze cerdo no puede observarse claramante una diferencia definida debido, co

infocitos se encontraban en presencia de Con A fueron much

c&lulas en 1G0 xl + 100 ul de:
medio RPHIncompLeto, Gamaglokilina! bovino,

Ganaglebulinas de cerdc .y

3 ¥ 4; ¥ en los Cua

ontrd hetsrogencidad de las ¢ifras

concentracidn vy

es gque las cpm obtenides

prrthimgot

las registradas para los otros grupos celulares empleados- En los gru

ados en presencia de RPI, Gamaglobulinas de bovine y Gamaglobulinas

= se menciond anteriormente, a la nef erogeneidad de las crm.

En la Gr3fica 5 y Cuadro 8, se muestran

{ IT* ) de los linfocitos en cultivo de cada

* I? = X de cpm del ADN-H® de los linfocites

los Indices de Transformacidn

grupo celulzxr. En 2llos se

de uvn grupo celular

X e cpm del ADN—H3 de los linfocitos

+ medio REMI

:espuésta mixima de los 1lin-



cpm x10°%

»g/mi

Grifica 1. Curva Dosis—respuesta de Con A
1 X 105 linfositos/ 100 mi.

para la-estimulacidn de



—— ——— ee—eme e s SSEIND SRR DROOSS e

”QﬁAﬁRO 3.’C;nééicu.Dpais-Respuenta de Con A,

ensayo*

Bow N M

%]

L1 pu/ml de Concanavalina l\. . :

*

cuentas por minuto ‘(epm) registradas/ensayo.
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inmunizados per via orai, cultivados =R
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7L v 4. Cuentos por minuto (cpm) obtenidas del Aon-nT ae 1es linfocitos de bazo + Medio RPMI complego.
\\\\\\[ 1 o 1.5 7.5 15 75 150 300 600 1 200 2 400 4 500
via . .
2 655 41 002 104 ‘1 934 4 642 7| . x 2 926 667 53 - 99 . 181
3318 | 18 401 66 3 868 5 209 1675 2 231 89 119 125
3 518.-| 20910 105 10 407 6 638 | . - 1296 1 267 73 JTa1e 240
3 363 34 021 61 2 118 30 661 i 983 19 032 193 SLBS ‘439
4.842 25 156 553 4 903 62 006 g 17238 4 583 61 . BS 217
4 960 38737 | 99 2 019 9878 )l ek 1 757 1 374 137 }niige 26
oral -7 399 8642 | 1 336 2 519 * B :_I 711 31 633 473 109 357
7 252 287 | 1 893 2 498 R B 877 1 729 193 Th112 269
7 760 123 - 547 2 845 bt 558 1 932 214 253 285
8 425 130 893 2 826 s : 1747 896 234 . |'itaps 134
8 555 166 681 10 551 3-895 1 465 211 e : 468 -
10 680 863 | 17154 1 822 2931 1 540 298 174
¥ 6 060 15 703 624 4 025 1 713 5 695 185 248
S 2 446 15 449 572 3 005 988 9 199 115
192 4057 " 'd54 . |13.674 1.861°.] 1107903 | 16 315 320 952
243 11,657 4. 221 :]11 438" -} "4 066 14 027 | 13 668 804 497
12101 576|154 111 936" 2: 170 11753 | 17 se2 - 289 376
299 1883|558 19 649 1:478 11 716 | 14 554 562 272
242 £-27186 {345 |10 518 2 771 15 432 | 13 357 241 286
1 935, 23777110 ox1 2 597 29 344 | 16 071 2 154 370
2 17748 * 13 722 5 571 | 12 387 380 8s8
8.c. 1 19442 47T : 19- 315 7 405 21 698 187 28
2 163 i5a 1 489 7 657 | 20 768 320 332
3 17945 ey 1 764 5 948 15 286 256 320
2. 1:105° 50 |- 354 10 671 | 15 107 320 858
3203 10 595 .52 943 7 133 | 16 096 1 373 286
X 17326777 "3 8560 190 11 201 3 504 11 463 | 16 072 600 as
1137 3030 170 1 352 18337 w177 2 0an 506G 245
; ' L N
[ 1 =p9 de inmunoglobulinas de cerdo/rutdn.
4

.C. = subcutinea.

- stk dies mAYTnY avae cantaminados.



: 3
CUADWO . CuenbLan por minuto {(cpm) obtenidas del ADN~UIT de los linfocitos de bazo

+ Gamaglobulinas de bovino.

o) 1.5 7.5 15 75 1%0 300 600 1 200 400 4. 500
770, 494 145 1 961 2 620 562 - 1:906 . 92 26
STB2BE Y 336 <) 1. 648 388 1 031 . 24270 476 83 286
©-1.-544: 134 0520 |7 - lis3 509 3 246 S137 10077 16 367
1743371 27 030 86 7 255 410 1329 133 96 387
73897 )29 829 188 177 251 978 1607 117 144
695 | 33 923 88 157 267 “1ass 317 115 252
822 6.326 - 312 157 * Vo328 1 286 - 101 128
Oral 2501 -} 4 931 53 4 649 390 1.479 116 343
77667 | 1 706 - 1 397 1 298 90 1. 188 167 518
1920 . 1 882 L9LT [1e14 907 18°070 252 5497
111 7127309 727455 - 874 164 1.080: 4 - 158 234
71 1609 ©-823 41 - 361 469 17y 369 595
X 8781127035 | emo- 1,532 282 S 275320 145 411
s 648 113 B Ry 7Y 2108 ©788 477127 81 325
640 5 121 ¥ 5185 |2 625 65 493
“339 |"2 076 724 ©5.661 | 1 959 “leso 292
12427 9:4%2: | 16,959 | 127700 | 1 691 2200 ¢ 389
275 411601911593 8975 | 3 560 1.199: 550
1264 4:029 1737222 9 815 1265 538 377
284 b 854 1782 .4 B3 | 2 517 118 223
891 * 7218 7 419 | 1 752 86 320
8.c. 406 : 10 345 11004 | 2 171 796, 183
‘301 Al 457 11 021 7 409 1227 425
502 . 5264 6 324 | 2 361 22 €64
416 ‘1342 7 275 | 1 454 205 41s
201 w2438 5 257 |2 17a 1077 878
- 480 5 218 6 692 7 956 | 2 578 561 534
3406 4852 282 2 305 4 a3s 2 566 | 1 so8 444 259

{ ) =g de imwunoylobulinas de cerdo/ratdn.

S.C. = subcutidnea.
= cultivos celulay.

¢ contaninado.

S S S s




3
CUADHL G. Cuesntay por minuto (cpm) obt onddas del ADN-11

dz loa linfocitos de bawme + Goamaglobulinay da cerdo.

LI}

cultivos celulares contaminados.

\“'-\( ] 5} 1.5 7.5 15 75 150 300 600 1 200 2 400 4 500
via "~
4 647 1 701 9 022 12 585 2 163 .. 650 1 6R7 230
4 030 4109 = 7472 1 556 2 465 3 .378 .3 508 134
2 218 11°850  } 7 376 1 110 3 241 27429 6 255
3 707 33740 19 ase 4 803 | n0 143 ©1371.06 2 245
5 309 6531 3 21 a5t 1 617 3 any a6y 5 228
3 514 6422 113 443 1896 | 16309 2717 236
Oral 2 975 1902 6 931 g * . 3o Baa
2 577 . 339 {6 771 1 464 2161 294
8 ' 1 191 756 3006
9 1 082 1193 454
L 2 8490 3 3u7 503
L2l IRV " . 1 K530 660
X4 207790 70685 1636 342
s 21 S 3118 7350 1.157 155
T Ea ) FRTH P A ey 28 018 109 695 350
g 4 109 RIS 1w oea9 | 28 815 486 Byt 327
e 5 369 8 243 157288 30 240 268 647 457
2 712 30 715 8 601 17 344 | 28 904 673 692 274
1 217 C2hoH6L f 12782 15 725 | 29 171 369 864 397
1 s 1ol 5 A8l 13 aog | 27 496 293§ Kus 1 089
. 3 4 » 5 829 9 850 | 28 904 148 588 249
st 2 4 4 990 13 567 | 26 823 232 755 374
3 Sk 3 676 18 239 | 25 533 381 936 564
3 -7 7 951 15 997 | 23 898 465 815 302
a 4 8 125 13 218 | 32 701 5 712 712 262
2 4 2 691 10 985 | 28 001 2 973 329 1 703 564
X 2 s} 30 741 6 757 14 776 28 208 1 315 371 799 434
51 5 2 490 2 768 2 580 2 137 1 333 179 292 222
1 = concentracién de inmunoglobulinas de cexrdo/racdn (pig)
S.C. subcutiinea.
g



3
CUAPRO 7. Cuentuan por minuto (cpm) obtenjdas del ADN-IT de los linfocltes de lhazo + Con A.

v
i [¢} 1.5 7.5 15 75 150 300 660 1 200 2 400 4 500
via -
. A
715 057 184 1026 321 075 | 714 904 | © % . 36 177 | 188 794 3060 | 12 273 24 932
724 447 437 342 1457 146 | 857 oo S 12 357 | 253 630 7 094 | 11 322 17 500
742 286 1860 83 1464 902 { 746 790 |. - 45-445 | 206 584 4.909 | 20 054 27 598
664 073 3:123 | 1768 [390 703 | 783 232 . 17 143 | 224 o055 3310 | 12 529 25 230
.622 695 | 7:540 3.735  j300 835 | 907 956 “| 39351 [ 223 746 2.906 | 21 940 | 30 959
785 089 5 614 512 1346 039 | 859 a18 38 693 | 117 488 2 48B3} 19 068 8 863
7711561 1 528 {11 940 |434 401 * . 363 732 | 311 004 8 325 | 12 327 29 914
Ozal 512 745 736 |10 262 {664 133 203 511 | 403 477 8 0Y0 [ 18 250
560 787 1255 5 442 lo13 928 289 327 | 467 812 12 256 | 25 755
474 846 363 5 617 1577 200 . 201 049 | 1 633 13 7641 20 140
686937 = 7267112335 {621 206 : . 212397077 | 353 639 12 248 8 7241
_. 556 942 534 |32 556 |620 323 . 242 749 | 185 057 13 412 | 13 254 10 612
X 676 421 | ‘1. 908 7134 {485.140 | 811 701 |’ 144 050 | 276 660 7 654 | 16 308 19 409
s 78199 2.272 8797 (125 655 68 399 119 648 | 101 588 4 188 4 985 7 697
4 402 |378 210 4 841 1279 130 | 578 113 [850 054 | 659 354 | 20 716 3 271 | 61 008 | 109 420
595 1367 714 792 {267 739 | 579 669 | 726 451 | 663 870 | 16 224 3 937 59 880 70 960
209 [476 599 104" 1189 800 | 583 G649 811 986 | 919 817 | 16 794 3 703 | 62 258 | 102 802
356 |419 998 357 |240 066 | 636 820 [ 12 604 | 698 551 { 19 550 1090 | 68 569 72 870
949 {537 533 390|182 893 | 556 918 J815 726 | 680 774 | 17 66O 5 042} 2 364 | 119 o051
343 {414 973 aun T4 30 o MG 1Y aa 1uQ U auy % 309 4 452 78 550 91 050
722 654 [132 146 183 * 463 187 1359 351 | 737 524 | 15 102 9 396 | 54 761 34 787
s.c. 477 018 | 99 430 139 539 712 957 715 | 652 927 | 12 123 8 293 | 53 877 15 327
697 638 | 93 902 425 590 590 {745 0vo | 609 714 | 14 263 9 296 | 36 104 17 239
618 656 { 61 378 261 552 826 {750 624 | 804 506 7 BOS 9 173 | 63 733 21 557
702 530 | 66 032 150 470 789 {776 339 | G6Y 230 10 741 | 58 531 18 637
498 185 | 88 645 132 454 287 831 202 [1059 8o 9 402 | 61 357 14 622
X 310 295 {261 380 G6L 115 161 S56L 86% 1701 118 791 117 6 483 Gl 744 57 360
S 316 962 | 176 83y 1273 51 940 52 505 {248 624 | 124 471 3 073 211 ao2 41 160

Mg de inmunoglobulings de cerdo/ratdn.
suboutiinea .

cultivos celulares contaminados.
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{ndice do transformacidn
a4 8 4 8 8

pg/ratén

Transformacidn Zlastoide. Comportamiento de linfocitos
de bazo de los ratones inmunizados por via oral ( figu
ras negras ) y por via subcutdnea ( £iguras blancas )
con diferentes concentraciones de inmunoglobulinas de
cerdo en presancia o Inmmuncglcbulinas de bovino 4O,
inmunoglobulinzas de cerdo O y Con A (0 .



—
N
]
. - i
. L) [} 1.5 2:400 4500
v
] 1 1 1 1
Ig bovina 0.19- 0.76 0.89 1.65
oxel -
1g cardo 0.78 2,17 1.37
Can A 112,50 72.17 B 116,79 74,02
o 1 N L1 1 1 B 1 e 1 1 1
1g bovina 0.75 2,55 i‘sﬁ 0.46 1.86 0.69 0,16 0,03 1.65 0.44 1.11
8.c. 1y cerda 17 2,03 177 2.74 1,60 1.0 1,75 219 8.42 2.54 0.0
' Can A 185,17 ' 73-‘i b 94.63 19,20 145,77 61.16 46,08 30.19 94.53 196.32 120.02
1) 20 A tiewaginuel Lus: do Cuxds/catbn’ P
Io  tnmurcglabutines, : N
8.C. wubcutlnes, .

. cultivos celulares contaminados.



puede obserwvar mis evi ionto de Ios linfocitos den -

tro, Se cada grupo ¥

ios linfocitos de ...aglo-uglnas de bovino

presentaron IT kaijes, indiczmio que el compertamiento gelestas células fue

similar &l de las

’h w

o5 con medio RPMI. En los linfocitos
de los ratones inmunizados ror wvia subcutinea, los IT fli:ctuarqn entre

0.16 v 2.55; v en

iss ratones inmunizades por via oral
entre Q.06 y 1.65. .

i~

gamaglobulinas de cerdo pre
sentzrcn IT Hajos, 2 excar an 7.5 w23 en via oral, pero
mayvores gue los obrtenidos se cultivaronh con gamaglo-

bulinas de bovino.

focitos tuvieron un compor
tamiento similar

con medio RPMI. Los IT de
los linfocitos de los ratones inmunizados por via subcutfnea fluctuaron en

inmunizades por via oral entre

encia de Conr A presentaron IT signi-
otros-grupcs celularez. Los IT de los
23S oY via subcutdnea oscilaron entre

zizos de Ios immunizados zor via oral entre

<an claramente que la furcionalidad de los

bt

cr otra parts, 23 los linfoci-

s
o]
w
fu

2 los ratones inmun

res vz 1los encontrados e

rzrones inmunizados por

intos datos sa ¥ & la prueka de

U de Mann~vhitney. se encontrarcn

diferencias estadistica=e s celulares con

resrocte a la dosis adsrinis

siempre mavo

20



dd Gl XNs r
16
TOTAL - 2.801 ¥ 10); 719 13
ENTRE g 7.542 x 2077 19 3.969 x 1013 1.019
vIa 3.773 x 103} 1 3.793 % 1013 0.973
DOSIS 3.837 x 1073 9 4.263 x 1013 1.024
VIA X DOSIS 3.325 X 10 9 3.694 X 1072 © - D.948
ERROR 2.726 x 10%® 700 ... .3.894 x 10%3

¥ ecritica para p = 0.05 = 2.94

Con la prueba de U de Mann-Whitney no se encontraron difexencias esta
disticamente significativas entre las c€lulas cultivadas en presencia de
inmunoglobulinas de cerdo, gamaglchulinas de kovino y medio RPMI complemen
tade. Por el contrario, existe una diferencia estadisticamente significati
va entre los grupos menciocnados antericrmente y las cfélulas cultivadas en
presancia de Con A para los linfocitons de los animales tratados por ambas
vIas como se observa en la Grafica 3.

tiemaglutinacidén Indirectz en microplaca.

Zn la Grifica 6 y Cuadro 9, puede observarse gue los arnimales tratados por
wia suboutdinea respondieron en un 75.921% ( 104/137 ) en todas las concen ~

«razicnas a excepcidn de la de 7.5 ,ug/ml, mostrando tizulos desde 1:2 has-

El 19.67% ( 24/122 ) de los =nimales inmunizados por via oral réspon-—
Gigron, a excepcidn de las concentraciones de 15 v 75 aug/ml. En compara -
cidn con los ratones tratades por via subcutféinea, los *ftules fueron bajos;
&2 1:2 a 1:16. Es importante hacer mnotar gue conforme fueron aumentando
las deosis de inmunoglobulinas de cerdo, el titulo de anticuerpos fue aumern
tando; obteniendose en 300 ua/ml leos titulos m3s altos a 1:256 en via sub-
cutdnea y 1:8 en via oral. También puede observarse que algunos de los ani

males testigos respondieron con titulos tajos de anticuerpos; 1:16 en via

subcutidnea y 1:4 en via oral. Por otra parte, en la Figura 5 se muestra

21
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( control
t& aglutinaci&n hasta el pozo niimero 12; en las demis 1i —

control positivo ( suero de conejo anti-cerdo ) que presen
neas y en la placa inferior, se observan sueros negativos

nea A se observa gue no existe hemaglutinacidn
negativo ) a diferencia de la linea B gue funciond como
y positivos de los animales experimentales.

Fig. 5. Hemaglutinacién Indirecta. De la placa superior, en la 1li-
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antd

abivuarfion en vatonas lactantes (Cepa Tilb/e AnN) determinada por medio de la Téc-
nica de temaglutinacion indirecta.

Mg e Tgs/ via Subcuténea vid oral -
rutdn ] i :
titul %
1.5 16.66
1.5 20 -
ORI G
75.0 0
150.0 159
309.0 37.50
600.0 0/11 C10/10 0T [¢]
1200.0 0/8 o
2400.0 0/13 - eme— - S0/15¢ ———— : o
4500.0 O/t = 0/11 - ememe- [¢]
Igs = Inmunoglobulinas de cerdo.
* =

Sueros positivos/sueros totales.
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gue €l control megativo ( eritrecitos sensibilizados + PBS ) no presantd
titulo de anticuzrpss, y el control positivo ( eritrocitos szensibilizados
+ suero de conedw anti-cerde ) presentd un titulo hasta tdc 1:4096.

e acuverdo con los dates obtenidos en los sueros testlgos en ambas
vias, se establecid la pos:.t:.v.u:’ia.'a de los sueros de los ,.atonc‘: inmuniza -
dos, eliminando Ios valores abajo de 1:16 para la via subcuténeca y 1:4 pa-
ra ia via oral, SadSo que la positividad de los testigos estaka en esos va-
lores y ror lo tomito se consideraron positivos unicarmente valores axriba

de los encontradcocs en los or

upos testigcos como se obsexrva en la Gréafica 7
¥ Cuedro 10.

De esta mansra, sclamente =21 13.86% ( 19/137 ) de los animales inmun__':E_
zados por via sutcutinea y el 4.91% ( 6/122 ) de los inmunizados por wvia
oral, mostraron =Itnlcs de anticuerpos.

<
®l apdlisis estadistico mediante la prueba de Xz, indica que los va -

)

ores 2nsontrados en el suero de los animales experimentales inmunizados

'U

‘via subcutinez son diferentes a los encontfados en el suero de los ani
males testigos con una p Z. e 0.001. Por el contrario, los resultados en

el grupo inmunizafo por via oral, muestran una diferer

ia con p Z_.de 0.05.
La cemparacifin entre las dos vias muestra gue existe una diferencia
estadisticamente significativa entre ambas excepto en el grupo inmunizado

cont 2.5 ug de inmunoglckulinas e cerdo.

e



DISCUSION

El fendmeno inmuncldgice presente en todos los vertebrados y algunos inver-
1

s s = 3 P ry Lo .

tebradoes, s2 inicia con la Ffuncidn primordial del reconocimiento de lo pro-
. ) ’ : : i .

pio. ) ;

Este cvento estd mediado por el reconocimiento dg moléculas presentes

en la suwperxficie de las <Blulas, las cuales son el resultado de la expre -

cidn de ua conjunto de genes 2 los gue en grupo se les llama " sistema de

antigenos ée histocompati]

i
1

13 “, ( HLA en 21 humano ) el cual se vuelve

mis complejo y polindrfico en mamiferos ( 39 y 42 ).

Congruente con la Ley de Haeckel de " la recapitrlacidn de la filoge -

nia durante la ortogernia ", Ia primera respuesta inmune en fetos humanos se

observa a las 10 scmanas, momento en el cual se evidencia la reactividad de

los linfocitos de higado en cul

vo mixto de linfocites ( 39 ). Se conoce

- - - s e R .
arrolilo feiael imwmiica unas supresidn de la respuesia lroma

i Gierehy

también cue el d
oY

ne de la madre hzcia los encs de histocom

atibilidad del feto y que es
ta supres:i 8 suero, termina unos pecos dias despuds
{ de 10 a ) del parto ( £3, 44 y 45 ). Asimismo, de
—

acuexdo a Z2urante el desarrecllo fetal, el individuo su

prime las clonas reacht a sus propios antigenos ( 39 ).

Actualmente, se ha ntificado también en el gencma humano un gen gue
S ws

codifica para una proteina
relacionzdo con la proteinz gue sin
{ 46 } &z tal mancra que se puede suponer gue éste pudiera ser un mecanismo
real en el feto, va qus 1z supresidn que se cbserva em el reci&n nacido no

se ha podido relacionar con les linfocitos T8 ( 37 ).

Al mismo tiempo, se conoce que las c&lulas T4 necesitan de la eu

imula

£nica para poder multiplicarse, por lo gue la respuesta del neona
- Teulos presentes en el medio ambiente después del nacimierco,
eficiente y m8s tardia que la respuesta que un adulto puede desa

mismos estizw2les contra los cuales ya tiene células de memo -




cidn

Esta inmunosupresidén en el recién nacido se compensa en parte por la
cransferencia de anticuerpos, cdlulas y/o sus productos e la madre en for-
ma pasiva ( 3, £,.8, 9, 10 y 11 ). i

Es probable gue las diarreas . gue se observan en el reci&n nacido sean
el refleijo dal desegquilibrio de los mecanismos de defensa que son superados
por los agentes matdgenos. Es por ello que el tratar de incrementar la con-
centracidn de anticuerpos del recién nacido a través de la adminis@racian
pasiva de inmunogiobulinas especificas, contra los agentes patdgenos mis

frecuentemente irrrolucrades en la produccidn de diarreas puede repercutir

en la frecuencia de las mismas. Sin embargo, la administracidn de inmunoglo

bulinas heterdlogas pueden ocasionar reacciones inmunoldgicas en contra de
ellas, va que las macromoléculas administradas por via oral pueden atrave -
zar la mucosa intestinal ficilmente durante los primeros dias después del

nacimiento vy altn cuando este mecanismo cese, existe la posibilidad de gue

5 mediante endocitosis pueden llegaxr completas a la circulacién (.22,

Jl, 22, 33 y 3% ) provocando la estimalacidn del aparato inmunocompetentea.

3o a lo anterior, es necesario estudiar si las immunoglobulinas de cexr-—

do administradas por via oral son capaces de estimular inmuncl&gicamente a

en vatones

via ocral.

Los resultaSos encontrados muestran gue los linfocitos T de los rato -
nes Balb/c AnN &= 21 dias de edad estdn capacitados para responder a mitdge
nos inespecificas, respuesta gque se puede observar inclﬁso en fetos de 16
dfas de edad; por otra parte, la estimulacién de c&lulas T4 vy 1a multiplica
clonal necesaria para montar una respuesta inmune se pued2 observar en
ratones después del sexto dia de edad, etapa en la cwval aparantemente termi
na el periodo ée supresidn ( 45, 48 y 49 ). Los resultados encontrados en

este trabajo muestran claramente gue los cultivos celulares de los linfoci-

»s de ratones recién nacidos a los gue se les administrd inmunoglobulinc

2 cerdo por via oral & subcutdnea, no presentan diferencias significatiwvas

se cultivazn en presencia de gama%}obulinas de cerdo v gamaglobuli-i:s

o Zuvine, se observa una diferencia estadisticamente signifi

se les compara con c&lulas estimuladas con Con A de acuerdo a la prueba es-



1 an

rdao a

v ( 50 ). Dz acu

Mann—ihitrey

U da

8

0TO S

Ve

se empled tam

qua

A

1

0
M
o
U]
3
u
Q
[
[SA]
41
- g
& o
Moo
0 U
[
R
L5
row
ri
EN]
G
[ 4
0w M
o Q
e
[RE
N >
rd
q
o
o
v
[V
- 4
Q
U M
T
E
[
M) )
.
o

. - i
TR ] . [§ vl
M 5 .z
G b e b
=] o I i Dowon
5 o O o ONg Ry
o] o i O 0 “d -
a 4] ] Qe gy 0 'uv 9 .
m Q w_ M u i £ n m . .
. T )
& g =} 9 0 o
Y - 4 0 § o4 0 a .
3 B2 B I = H O. I~
q ] a g ] =0
1l 3 i [1E A o B S B € S e
o] & [A YA ] Sl
) d 5} el oM B
w N N o4 3N [
i Q L S S SR et I
Q o ] [T Y] v} .
oot wWonoq TR | I w0 E
w Jf PR B I w8 .
4] P o0 KH 0 G o~ [ i
# Howon Boe 0o @ )
R B L I R T [TRRY)
b th O oA s Moo
S| o omoq 0 ~ o
[T 0 oo Y ] [ IR
3 0 N o w0 i 23,4
g0 5 4] @ o o 5
WA @ 008 E G ool @ LHR
R I I I VIS a4 .~ L4 o 4 SR e
R I <] & 0 < - R
g 0.0 O - [ o A0
<R I B VT - [ I 4 R AR
w q $ H #oN % Cf ;
[ g T - M N o w @'y d ~ \Q H
W oa ®n g o W odg o 9 o6 e [{] La .
- 0 5 > g W 3 g oA & O () [] R
0y A s 0 g g o n Yo 0 W
R il ) n g o~ [YR] oo :
[ ] [ ] HoQ 0 a4 oo o m
4 on o VU 3 @ ®@ D @ & o d o o .
5 @ g B owomo o (0O N h 3 A
U owow RS u I T I - T S B VI TR o [} : :
M I A T I :
K (| [ o i e . .
0 o o wu T o .i V] Moo U )
Pr I - B - o oo L/ | R R ¥
$ g o b s~ 00 R [ % Bt B S ¥ .
it 23 kv I} ~ 0 /& fod
el [ . B £ 4 Mu bl i
ksl a 0 9 .w [ [ A o 99
a S A TR B el ) g9 o
] - U - 9 @ ~ o
] o080 i3 moko0 ut
o 3 T Hoow ) ¢ B ¥
0 2] Lall O a " [Jd} Y] [¢]
o] o N g o u g o0 o0 om0
ol Boed Q00 [o B ] i U
J oo UORW w0 . 0 3 Q0
: PR ] 5o w0 oo on o0
1 w o5 W om o b g O oo !
0 [ TR I P o) o et 4 T
- A 4 3w g ow Y [¢]
" MogouoW R F
et W ¢ o w -2 )
2 o 8 o o I
ol < Womom [C uoon ooy
" [ R Y B "o 3oL [Ty
a DGR L N} P T3]




B BN R W e = W W W . e

CONCLUSION

ARunque la estimulacidn inmunoldgica con inmunoglobulinas| de cerdo se inicid
. !

al nacimiento dec los ratones, &sta se continud hasta después del periodo de
supresidn inmunz. Sin embargo se demuestra la presencia de anticuerpos en

los ratones inmunizados por via subcutdnea, aungae a concentraciones muy ka

jas en comparacidén a las concentraciones de anticuerpos encontradas cuando

se inmunizan ratcnes adultos. Se puede por loc tznto aseverar la importancia

de ia edad y viz Zfe estimulacidn en la respussta inmunec.
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PREPARACION DE SCLUCICNHES

PBS pH 7.4, 0.01 M.

Para 250 ml, se prepararon las soluciones’

Sol. A: Se pesarcn 6.9 gride NaH_PO,°H_O.

Sol. B: Se pesaron ﬁfl gﬁlaérﬂaégpojf 2
Se tomaron 16.5 ml de la Sol. A; 33.5.ml-de’la .Sol. B, se agregaron 7.4 gr
de WaCl, se aford con agua destilada hasta 1 1y se ajﬁstﬁ el pH a 7.4.
Técnica de Lowry.
Se prepararon las siguiéntes solucicnes:
’ - A. Solucién de CuSO4'SHZO al 1%.
-‘B1 " de KNaC4H406‘H2O al 2% (tartratc de sodio-pota -
* sio). ) e .
C. Solucidn de Na,CO, 21 2% en una solucién de NaOH 0.01 N.
D. ° " ' del reactivo de folin 1:2.
E. » estdndar de albfmina S&rica Bovina (BSA) lmg/ml.
F. " paza 120 m}, =2 agregd 1 ml de la Solucidn A +

1 ml de la Solucidn B 38 ml de la Sclucidn C.

4+
Con la Sclucidn E se prepard una curva patrdn con concentraciones de pro

teina de 200, 100, 50, 25 y 10 mg/mi. A cazda una de estas diluciones se

~

les agregaron 4 ml de la Solucién F, se zgitaron y se dejaron reposar 10

despuds se les agregd a cada una O.

Y

&

= . - P /
ml Ze la Solucidn P, =gitéandose xap
Samente- v se procedid postericrmante a la lectura espectrofotométrica a

&80 nm, de cuyes valores se <o

uyd la curva patrdn. Pe la muestra pro
blema se hicieron diluciones

L
i

i 2:1000 y 1:2500; se tomaren los valores de

densidad Sptica y los valores resultantes Se extrapolaron &n la curva pa -

trén, obtenidéndose de esta manera la concentracidn de la muestra problema.
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Solucidn Salina Balanceada (SS53) de Hank.

I
Para 1 1, se prepararon las soluciones I y II1:

Soluridn I: D-Glucosa

§

KH2P0 4anh1.d:o o

NaZHPO‘,.

rojo de fenol

Solucidn If: CaCl,-2H,0

KC1 ]
NaCl 80 -gr.
MgClZ‘GH.‘.G 2 gr.
Mgso4-71»12r_\ 2 gr.

Se tomaron 100 ml de la Soluc

1 1 con agua destilada, se ai:

MILLIPORE con membrana de 0.2

idn I + 100 nml de la Solucidn II, se aford a
1ustd el pH 2 7.3, se esterilizd con un filtro

2',um ¥ se repartid en muestras de 100 ml en

frascos con tapdn y retzpa metdlica estériles.

Medio RPMI 1640 Gibceco.

Fara 1 1:

del pii deseado. Se &
xm Yy se repartid en muestras
lica estériles.

Hepes ( &cido N-2- Hidrexiexn!

Para 100 mi:

ajustd el oH a 0.2 - 0.2 unidades por debajo
con un filtro MILLIPORE con membrana de 0.22

Ze 190 ml en frascos con tapdn vy retapa meti-

-

2 etanelisulfonico ).

Se pesaron 23 gr de Heépes v Fo disolvieron en 70 ml de agua destilada: se

ajustd el pH a 7.2 coun =na sclucidn de
T T
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Glutamina.

i
Para 100 ml:

Se prepard una solucién 200 mM, se pesaron 2.927 gr de ’1utamina y se di -
solvieron en 100 mi de agus destilada. Se esterilizaron 157 a 15 1lb de pre
sidn, se hicieron alicuotas de 4 ml y se congelaron. !

Antibidticos.

Se prepard una mezcla penicilina-estreptoenicina SIGMA { 100 ml) que conte—
nian 10, 000 U de penicilina/ml y- 10, bOOJ,ug—de' estreptomicina/ml. Se este
rilizd con un filtro MILLIPORE con membrana~de 0.22 um.

Suero Bovino Fetal {SEF). -

El suero bovino fetzl se descomplementd a 56° C durante 30', se hicieron

alicuotas de 100 ml en frascos con tapdn y retapa metdlica y de 10 ml en

tubos, ambos estériles v se& congelaren hasta su uso.
Medio RPMI 1640 Gikco comlementado.

Para 100 ml se agregaron:

0.4 ml de 1z mezclz de antibidticos.
4.0 ml de la soluciZn de hepes.

: 1.0 ml de 1la solucidn de glutamina.
10.0 ml de. suerc covino. fetal.

Concanavalina A ( C-2010 SIGMA J.

Se pesaron 400 mg de Con A, se disolvieronr en 20 ml de ¥aCl 6.1 I:/!, se cen—

trifugd a 457 g durance 10' % 21 soprenadants obtenido se centrifugd a

37 000 g durante 1 hr v 30'. Posteriormente se cuantificd tomando una mues

e v
R



tra de Con A diluida 1:50 en NaOH 1 M y se leyd en un especrofotdémetro Hil

ger & Watts a 280 nm. Se esterilizd por filtracidn con un filtro MILLIPORE

con membrana de 0.22 rm, se repartid

pPon y retapa metdlica escdrilsz v se
Liquido de Centelleo.

Para 1 1 se pesaron:

en muestras de 2 ml| en frascos con ta

congelaron hasta

6 gr de PPO (2,5 difeniloxazol)}

uso.
i,
|
}
t

-

0.05 gr de POPOP [1,4-bis 2 (S—feniqua#o'iil)blbe:nc_eno.

Se agregarom 1 000 ml &= Tolueno.

Solucidn Alsever's.

Para 50 ml:

Se pesaron 0.4 gr de Na_C_ B T °2H

5CgE50 20 (01tra§o iz sodio), 0.21 gr de NaCl y
1.025 gr de Dextrosa; se ajustd &l pH a 6.1 con Hcido citrico al 10% y se

esterilizd por 15' .a I8 1b de presidn
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