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RESUMEN

PIZARMA VENEGAS ALBERTO. PRODUCCION Y VERIFICACION DE UN MODELO
ATIMICO INDUCIDO QUIRURGICAMENTE EN RATONES (bajo la direccidn
de: M.V.Z. Ciro Lomeli y Flores, M.V.Z. Rafael Herndandez Gonzalez

¥ M.en I.B.B. Raul Barrera Rodriguez).

Se disefid y llevo a cabo en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Autdnoma de México un
programa de produccidn y verificacion de un modelo animal atimico
inducido quirdrgicamente en ratones para el estudio de 1la
respuesta inmune celular en la cisticercosis experimental murina
causada por Taenia crassiceps.

Existe un modelo atimico espontaneo en ratones en donde 1la
ausencia congénita del timo es causada por la presencia en
condicion homocigota del gen nu, sin embarge nc se contaba con
este animal por lo que se decidid hacer una timectomia completa
en ratones recien nacidos.

El protocolo demandaba grandes numeros de animales en fechas
preestablecidas por lo cual se disefio un programa reproductivo
aprovechando los fenomenos de Lee-Boot y Whitten caracteristicos
de los ratones para sincronizar a las hembras reproductoras. La
intervencidn quirurgica se realizd dentro de 1las 12 horas
posteriores al nacimiento y se verificaron con una muestra al
azar de cada lote por la ausencia de células timodependientes con
el metodo de inmunofluorescencia indirecta empleando un

anticuerpo monoclonal anti theta 1.1., e histolégicamente por 1la
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carencia de estas celulas en 1los nichos de proliferacion de



génglios linfdticos, bazo y placas de Peyer.

Los resultados obtenidos mostraron que el programa funciono
con la eficacia esperada y los ratones resultaron adecuados para
el propésito a que se destinaron, siendo la timectomfa neonatal
una alternativa Gtil para obtener ratones deficientes en células

dependientes del timo.



I. INTRODUCCION.

La cisticercosis por Taenia solium es una enfermedad que
solo se desarrolla en sus huespedes naturales, el hombre y el
cerdo (3), por lo cual, su estudio en el laboratorio es dificil y
costoso. La falta de un modelo animal no habia permitido explorar
preguntas criticas sobre esta parasitosis.

En trabajos previos se ha informado evidencia experimental
que sustenta a Taenia crassiceps, céstodo que en su fase adulta
parasita el intestino delgado de carnivoros y en su fase larvaria
la cavidad peritoneal de roedores, como un modelo experimental de
Taenia solium, debido a su cercania filogenética, a sus
similitudes antigénicas y a que induce inmunoproteccién cruzada
(12,13).

Este modelo resulta muy ventajoso porque la enfermedad se
induce con la inoculacidn de cisticercos en la cavidad peritoneal
de roedores en donde se multiplica asexualmente, pudiéndose
cuantificar la carga parasitaria por conteo de 1los cisticercos
generados o por medicidn del volumen ocupado por los mismos (22).

La constitucidn genetica, particularmente las diferencias en
los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad del ratén
(H-2), determinan en forma importante el nimero de cisticercos
recuperados, habiéndose identificado el haplotipo H—2d como
susceptible y los haplotipos H—ZF y H—2b como resistentes (23).

Dado que la respuesta inmune mediada por anticuerpos
aparentemente no tiene relevancia en 1la respuesta contra la
cisticercosis murina k16). se decidid entonces estudiar y evaluar
la respuesta inmune celular y determinar el papel que desempefia

en el desafio contra esta parasitosis.



En consecuencia, se generd la necesidad de un modelo animal
para la evaluacidn de la respuesta inmune mediada por células.
Los animales a los que se hace referencia son denominados ratones
atimicos.

El timo es el primer 6rgano linfoide que aparece tanto en
las aves como en la mayoria de los mamiferos (10). En el ratdn su
estructura esta completamente desarrollada después del dia 10 o
12 de vida postnatal (2,5).

La linfopoyesis es un proceso que ocurre principalmente
durante la vida fetal y poco después del nacimiento. En el timo
se lleva a cabo la diferenciacién y maduracién de las células T,
que luego emigran a los demas drganos linfoides, principalmente a
los génglios linfaticos y al bazo (1,5,10,21).

Existe un modelo animal espontidneoc de ratones atimicos que
por carecer de pelaje se denominaron desnudos {(2) En estos
animales la carencia congénita de timo se debe a la presencia en
condicion homocigota de un gen recesivo designado nu (4) y 1la
consecuencia es una leucopenia extrema que los hace muy
susceptibles a enfermedades (1).

En el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Autonoma de Mexico (IIB-UNAM) no se contaba
con el modelo animal esponféneo, por 1lo que se desarrolld un
modelo de ratdn atimico inducido quirdrgicamente, realizandose
una timectom{a total en animales recien nacidos antes de que se
haya completado 1la maduracién de 1los 1linfocitos T, 1l1lo que
conlleva a un deficit sustancial en éstos y en sus funciones

(2,17,19).



El protocolo experimental demandd 3 lotes de 100 ratones
cada uno de la cepa BALB/cAnN timectomizados, de ambos sexos y de
6 semanas de edad. Los animales nacieron de domingo a Jjueves
realizando la timectomia durante los 5 dias hdbiles de la semana
Yy en un tiempo no mayor a 12 horas postnacimiento; se utilizaron
ademds 20 madres nodrizas para amamantar y criar a los ratones
operados en camadas de 5 individuos cada wuna. Los ratones se
entregaron a intervalos de 3 semanas a partir de la fecha de

entrega del primer lote.

HIPOTESIS. Se propone que conociendo la eficiencia reproductiva
de la cepa en cuestidn y aplicando los conocimientos de 1la
fisiologfa y conducta reproductiva a un programa de reproduccidn
y crianza se obtenga el numero de animales requeridos en el
momento oportuno para llevar a cabo 1la induccidn del modelo
quirdrgico descrito y presente un déficit sustancial de las
células dependientes del timo que 1lo hagan Util para los
propésitos requeridos en el estudio de la cisticercosis

experimental murina.

OBJETIVOS.

1. DisefSar y llevar cabo un programa de produccién de
ratones que satisfaga de manera eficaz y econdmica la cantidad y
oportunidad con gque se demandan éstos.

2. Inducir el modelo quirirgico atimico mediante la
timectomf{a neonatal y verificar la ausencia de células
timo-dependientes por metodos norfolégicos (14) e innunolégicos

(11).



II. MATERIAL Y METODOS.

A) MATERIAL.

1. ANIMALES: Se emplearon un total de 50 hembras y 10 machos de 9
a 12 semanas de edad y 100 crias de menos de 24 horas de nacidas,
de la cepa BALB/cAnN y un ratdn congénito nu-nu, por lote.

2. ALOJAMIENTO: Se alojaron en jaulas de policarbonato tipo caja
de zapato, que ofrecen un drea de piso de 364 cmz, con tapas de
barras de acero inoxidable y protejidos con filltros de pollester
tipo Kraft (+). Se utilizaron también jaulas de acrflico tipo
caja de zapato que ofrecen un irea de piso de 769 cmz, con tapas
de barras de metal galvanizado, asi como, jaulas individuales de
barras de aluminio cubiertas con malla de alambre con un area de
piso de 64 cm> en donde se alojd al macho durante una etapa del
programa. El material de cama utilizado fu€ viruta de madera
estéril. Se les proporcioné una dieta especifica para roedores (%),
a 1libre acceso agua filtrada por dsmosis reversible v
acidificada hasta alcanzar un pH 2.5 (#) (9,15 26) . Se
mantuvieron en instalaciones convencionales ventiladas mediante
la extraccidn forzada de aire y en donde la temperatura varia
entre los 18 y 26 °C. Los ciclos de luz-oscuridad fueron de 12/12
horas.

3. TECNICA QUIRURGICA: Para la cirugia se utilizd instrumental
quirﬁrgico para microdiseccién, un microscopio estereoscépico
(@), se disefd una mesa de operacién que incluye un sistema de
+ Research Equipment Co. Bryan Tx. U.S.A.

* Mouse Chow 5015 Ralston Purina St. Louis Mo. U.S.A.

# Manual Tecnico Millipore. Millipor S.A. de C.V. México.

= . . . < LA
@ Microscopio estereoscopico Zeiss, Carl Zeiss de Mexico.
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fajas elasticas entrecruzadas para la sujecién del animal
durante la intervencidén quirﬁrgica, un sistema de vacio conectado
a8 un matraz con brazo lateral y este a su vez a un tubo de latex
que en su extremo distal sujeta a una pipeta Pasteur, material de
sutura de seda calibre 5/0 con aguja atraumidtica de 3/8 de

circulo y una léhpara electrica con foco de luz de neon.

3. HISTOLOGIA. Se utilizaron frascos de vidrio con formél al 10%,
un histoquinette (@), cépsulas cilindricas de aluminio, moldes
cubicos para parafina, un microtomo (&), portaobjetos,

cubreobjetos y un microscopio 6ptico (+).

4. INMUNOFLUORESCENCIA: Se usaron cajas de petri con amortiguador
salino de fosfatos (ASF) (27), dos agujas finas, tubos de ensaye,
una microcentrifuga (*), pipetas de 5 ml, micropipetas, camara de
refrigeracion a 4°C, amortiguador salino de fosfatos con albimina
sérica de bovino al 3% y azida de sodio al 0.05% (ASF-ASB), una
eémara de Neubawer y un microscopic de epifluorescencia con

ldmpara de tungsteno (¢).

@ Histoquinette T/P 8000, Scientific Instruments. U.S.A.
& Microtomo Spencer 820, American Optical Corp. U.S.A.

+ Microscopio optico Zeiss, Carl Zeiss de México.

®* Microcentrifuga Beckman (B G 7), Fullerton Cal. U.S.A.

P Miéroscopio de Epifluorescencia Zeiss, Carl Zeiss, México.
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B) METODOS.
1. Programa reproductivo.

Para disponer de la informacidn relevante del rendimiento
reproductivo de la cepa BALB/cAnN se analizaron tres ciclos de
crianza de las colonias de produccién empleando el programa de
computo desarrollado per se denominado "Analisis del rendimiento
reproductivo de roedores'” (#). En base al conocimiento anterior
se relizaron 1los chlculos aritméticos para deducir el
establecimiento del programa de produccidh y la calendarizacidn
de los eventos.

Conociendo los fenomenos reproductivos de Lee-Boot y Whitten
(7,8,18), caracteristicos de esta especie, se disefio una
estrategia para optimizar los rendimientos del programa de
crianza.

Por ultimo se desarrollaron los métodos y sistemas para 1la
identificacidn y el control del proceso de crianza y del andlisis
de sus resultados.

2. Tecnica quirurgica.

Se realizd una timectomia total en ratones menores de 12
horas de nacidos segln la técnica descrita por K. Sjodin (25).
Para efectos précticos del presente trabajo se modificaron
algunos puntos de la técnica como a continuacidn se describe: Los
animales se anestesiaron por hipotermia a 4°c y se colocaron
sobre la mesa de operacién en posicidén dorso ventral (figura
1-b). Toda 1la operacidh se rea1126 bajo el microscopio
estereoscépico para incrementar el tamafo de 1las estructuras
anatdmicas a incidir (Figura 1-a).

# Lomel{ F.C.: Comunicacidn personal. IIB-UNAM. 1990.
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Se limpioc y desinfectd la piel con alcohol al 70% y se
realizé una incisién longitudinal sobre la linea media,
comprometiendo la piel y la fascia superficial, extendiendose
desde la cintura escapular hasta el nivel de la cuarta costilla
exponiendo de esta manera el esternon. Con las tijeras se
practicé una incision desde el manubrio esternal hasta el tercer
espacio intercostal , cortando por la mitad el esternén. Esta
incision reguiere de gran cuidado ya que pudiera comprometerse al
corazdén o al arco de la aorta y ocasionar la muerte del animal.
Ambas partes del esternon son separadas con las pinzas curvas y
la fascia superficial del mediastino es cortada longitudinalmente
exponiendo de esta manera al Timo (figura 1-¢). La extraccion del
drgano se realizo por succidn a través de 1la pipeta Pasteur
conectada al sistema de vacfo (figura 1-a), removiendo un 1ldbulo
a la vez. Completada la extirpacién del timo se unieron los
bordes de 1los tejidos 1incididos con un punto de sutura
individual. Al postoperatorio, 1los animales se limpiaron de
cualquier remanente de sangre y se pusieron bajo la fuente de luz

‘.
aproximadamente por 1 hora para su recuperacion.

3. Pruebas de Verificacidn.

Se llevaron a cabo dos pruebas de laboratorio que nos dieron
informacion sobre el estado innunolégico y mwmorfolbégico de los
animales timectomizados en comparacién con animales con
desarrollo normal del timo. Los métodos de laboratorio
seleccionados fueron: Cortes Histolégicos e Inmunofluorescencia

indirecta.



a) b)

c)

Sternum
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e wond .

Figura 1. a: Material necesario para,la cirugfa. b: Posicidn del

animal sobre la mesa de operacidén. ¢: Vista del timo y

estructuras aledafas. d: Algunas piezas del instrumental usado
para la timectomia.

[

3.1 Metodo de cortes histoldgicos: Se utilizd la técnica con las
tinciones de hematoxilina y eosina descritas por R.D. Lillie (14)
por medio de la cual se observaron las diferencias morfoldgicas
en los nddulos de proliferacidén de 1linfocitos T presentes en

ganglios linfdticos, en bazoc y en placas de Peyer (Figura 2).

3.2 Metodo de Inmunofluorescencia Indirecta. Se utilizd el método
descrito por Jhonstone y Thorpe (11) para determinar el
porcentaje de células positivas a un antigeno pan T (Thy-1) ¥y
revelados con un anticuerpo fluoresceinado en 100 células

contadas en campo claro (Figura 3).
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4. Método Estadistico de Muestreo: Se llevd a cabo un muestreo
aleatorio de la poblacidh de ratones timectomizados y del grupo
control de cada lote segﬁn el método descrito por Snedecor y
Cochran (24). Se tomaron por lote tres ratones timectomizados,
designados como animales prueba, un ratdn con desarrollo normal
del timo denominado control positivo, y ademds con la ventaja de
contar con un raton desnudo (*) como control negativo. A cada uno
de estos animales se les extrajeron ganglios linfaticos y se
realizaron con estos las pruebas morfolégica e inmunolégica, y el

bazo y las placas de Peyer unicamente para la prueba morfolégica.

* ponacidn del Dr. Alejandro Garcia Carranca. Investigador del

Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.
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DIAGRAMA DEL METODO DE VERIFICACION
POR CORTES HISTOLOGICOS

Obtencion de muestras Fijacion del 6rgano Lavado con
Ganglios linfaticos: ~—® en Formol al 10% —_— agua
Cervical, axilar,
inguinal y popliteo
Bazo.
Placas de Peyer.

Realizar corte del Inclusion con Procesamiento en
tejido con el - parafina ¢——— Histoquinette
microtomo (Deshidratacidn,

Aclaramiento e
Impregnacidn).

Tincién con _—— Montaje ———————s ®bservacion al

Hematoxilina y microscopio

Eosina (H y E) éptico

Figura 2
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DIAGRAMA DEL METODO DE VERIFICACION
POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Obtencidn de muestras. Disgregacidn de Lavado con ASF
Ganglios Linfaticos: ™% 1los dérganos —® Centrifugacién
Cervical, axilar, 3x 7' 1500 rpm.

inguinal y popliteo.

Lavado con ASF-ASB Incubacidn por Adicionar 100 n1
Centrifugacion ~— 1 hora a 4 C. & de anticuerpo (Ac)
3x 10' 1500 rpm. monoclonal anti
theta 1.1l1x Thy
1.1) Tb 100.

Agregar un 20. Ac. Incubacio’nopor Lavado con ASF:ASB
anti inmunoglobulina ——% 1 hora a 4°C. —%® centrifugacidn

de raton fluoresceinado. 3x 7' 1500 rpm.
Lectura por campos Observacidn con Fijacidn celular
(Nimero de c€lulas é————— microscopio de &————con formaldehido
fluorescentes). epifluorescencia al 0.1% .
Figura 3
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a las limitantes €ticas, econdmicas y metodoldgicas
para estudiar experimentalmente la cisticercosis humana causada
por el cisticerco de Taenia solzium, se comenzo a estudiar otro
metacestodo, el cisticerco de Taenia crassiceps, como modelo
experimental, yva que filogenetica y antig€nicamente esta muy
relacionado con el primero (12).

Una de las ventajas de este modelo radica en que el raton es
una de las especies que hospeda haturalmente al cisticerco de
Taenia crassiceps, y tanto su inmunologfa, fisiologfa y gendtica
son de lo mejor conocidos y mds estudiados entre 1los mamiferos
(12).

Se ha encontrado que la susceptibilidad a la cisticercosis
por 7. crassiceps esta intimamente relacionada con los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad del raton (H-2) comprobado
por la carga parasitaria encontrada en el peritoneo de las lineas
endogamicas congenicas resistentes de ratones C.B6-H-2b y
C.C3-H-2k, que presentan fondo genético de BALB/cAnN (haplotipo
H~2d) (Tabla 1) (23).

Los resultados presentados en la tabla 1 determinaron que la
cepa de ratones BALB/ cAnN fue 1la que mayor susceptibilidad
presentc ante esta parasitosis, y debido a esta caracteristica se
seleccionc para el establecimiento del modelo atimico quirﬁrgico
y a su vez como modelo experimental para el estudio de 1la
respuesta inmune celular en la cisticertcosis experimental

ocasionada por 7. crassiceps.
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TABLA 1

SUSCEPTIBILIDAD A CISTICERCOS DE Taenla crassiceps VARIEDAD ORF
EN RATONES CON HAPLOTIPOS H-2 d, by k.

CEPA H-2 No. DE VIA DE CISTICERCOS
HAPLOTIPO CISTICERCOS  INOCULACION SEXO  RECUPERADOS
INOCULADOS 30 DIAS

POSTINOCULACION
X *p.E.
BALB/cANN d 10 INTRAPERITONEAL  H 138.3 12.0
M 18.8 4.6
C.B6-H-2b b 10 INTRAPERITONEAL  H 52.1 17.8
M 0.0 0.0
C.C3-H-2k K 10 INTRAPERITONEAL  H S4.2  23.3
M 1.7 0.5

* pPesviacion Estandar

14"



PROGRAMA REPRODUCTIVO.

Para determinar el numero de ratones criadores necesarios
para satisfacer la demanda de animales para exprimentacién se
llevd a cabo un analisis de la eficiencia reproductiva a primer
parto de tres ciclos de crianza de la colonia de produccién de la
cepa Balb/cAnN, tomandose una muestra de 100 cruzas. Esta muestra
agrupé un total de 200 hembras analizadas y el histograma que
muestra la proporcion de hembras segin el nimero de crias nacidas
a primer parto se muestra en 1la gréfica 1 vy 1las pérdidas

relacionadas con las madres en la tabla 2.
GRAFICA 1
PROPORCION DE HEMBRAS SEGUN

EL NUMERO DE CRIAS NACIDAS
EN EL PRIMER PARTO

30 1

N
o
L

MPrIDWIMIT MO R

c t 2 8 4 6 8 7 8 9 10 1 12 13
NUMERO DE CRIAS POR CAMADA
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TABLA 2. Pérdidas relacionadas con las madres.

HEMBRAS No. *
MUERTAS 5 2.5
POR DISTOCIA.

MUERTAS POR CAUSAS 3 : 1.5
DESCONOCIDAS .

ESTERILES. 1 L 0.5
CANIBALES. 13 : 6.5
TOTALES 22 - 11 %

De los datos obtenidos en la grafica 1 y 1la tabla 2 se

= 7 3 -
establecio el siguiente resumen :

Total de crias nacidas: 1157
Total de crias nmuertas: 131 % 11.322
Promedio de crias/hembra: 5.785 D.E. 3.158

Hembras con parto de 26
dias o menos: 104 % 52

Hembras con parto de
mas de 26 dias: » 96 % 48

Analizando los datos anteriores encontramos una mortalidad
de crias del 11.322 % que son .654 crias, si le restamos esta

cantidad a 5.785 entonces deducimos que el promedio total de
crias por hembra es de 5.1 crias.

Tomando en cuenta que el ciclo estral de 1la hembra; en
promedio dura S5 dfas y 1la gestacidn dura 21 dias entonces tenemos
animales con 26 dias de parto. Considerando que el protocolo

experimental nos demanda los nacimientos durante s dias

16



consecutivos y si aplicamos un 52% de exactitud en relacion a las
hembras gestantes de 26 dfas , se establecid que con una
poblaciéh de 50 hembras por lote se satisfacen los requerimientos
del programa de produccién por lo siguiente:

De una poblaci6n de 50 hembras el 11% , es decir, 6 hembras
no son ttiles (canibales, estériles y muertas) , de las 44
restantes tenemos que el 5272 , es decir 22 hembras quedan
gestantes en los 26 dias requeridos para la entrega de los
animales y 22 no.

Teniendo 22 hembras gestantes y 5.1 crias por hembra, se
obtienen 112.2 crias totales, cumpliendo de esta manera con los
requerimientos de los ratones recieén nacidos del protocolo
experimental.

La proporcidh de hembras y machos en los nacimientos es de
1:1 por lo que se tienen 50% de crias de cada sexo.

Con lo que respecta a los machos a utilizar y tomando en
cuenta que el sistema de apareo es poligémico juntando S
hembras con un macho, la necesidad fue cubierta con 10 machos
totales por lote.

Basandose en la informacion anteriormente expuesta, se
disefid un programa reproductivo (figura 4) y fu€ realizada una
calendarizacion de los eventos de dicho programa (figura S) para
satisfacer de manera oportuna la demanda de ratones neonatos

requeridos por el protocolo experimental.

El desarrollo del programa de produccidh Yy sus eventos se

aplicaron de forma independiente para cada lote.

17



PROGRAMACION

wd _sog io ' ") 10 i
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CRECIMIENTO
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e e 8] g | —— |daasns).
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OESTACION DIAGNOSTICO

APAREO
DE COPULA

Figura 4 : Equema del Programa Reproductivo. El numero indica 1la

cantidad de animales por jaula.
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CALENDARIO DE PROGRAMACION
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SELECCION.

Los criterios para la seleccion de los animales
reproductores se determinaron en base a su edad, peso, Ssus
caracteristicas fenotipicas y al estado general de salud. Se

seleccionaron animales de 3 semanas de edad, hembras y machos, de
tamafio uniforme y con un peso promedio de 10 T, g. A traves de
un examen visual se evalud la conformacidn fisica de los animales
determinandose una condicidn adecuada para su crecimiento y
su futura vida reproductiva. En las hembras se tomd en cuenta la
apertura vaginal y amplitud del didmetro pélvico, con la
finalidad de evitar problemas al momento de la cdpula y distocias
durante el parto. En el macho se oﬁservaron los caracteres

masculinos externos: desarrollo del pene, buen desenvaine del
mismo, color de la mucosa; testiculos bien implantados dentro del
saco escrotal, de buen tamaffio y bien conformados, 1libres de
traumatismos, abscesos y anormalidades.

Se escogieron animales clinicamente sanos, exentos de signos
de enfermedad o malformaciones incompatibles con la reproduccidn
o la vida que pudieran alterar de manera importante 1los
resultados del sistema de produccién.

Todas estas consideraciones nos dieron la pauta para el
establecimiento del método de seleccidn del pPrograma
reproductivo, realizdndose una observacidn cuidadosa de la
apariencia externa y comportamiento de los animales, obteniendo
resultados 6btinos, manifestados por el crecimiento homogeneo
de los animales, como se aprecia en la curva de crecimiento de la

gréfica 2.
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CRECIMIENTO.

Dado que los ratones son animales gregarios y su crecimiento
por lo tanto es mejor en grupo que individualmente, 1las hembras
se colocaron inmediatamente después de la seleccion en grupos,
brindandoles el espacio necesario segin su peso corporal y de
acuerdo a los lineamientos internacionalmente aceptados (18).
Cada una de las hembras se identifico con un nimero individual a
trave's de una pequefia perforacién de las orejas, marcando las
unidades en la oreja derecha y 1las decenas en 1la izquierda
(figura 6), comenzando por el nimero 1 hasta el 50
consecutivamente (20). Los machos fueron colocados en una Jjaula
aparte y se marcaron de igual manera que las hembras.

La edad para alcanzar la pubertad y la madurez sexual en los
ratones, esta determinada por factores genéticos, nutricionales,
medioambientales y sociales. Desde el destete hasta el momento
del condicionamiento, se les brindc a los animales el espacio
vital apropiado y se vigild su crecimiento a traves de 1la
ganancia de peso corporal, garantizando de esta manera 1la
presentacién normal de la pubertad y la madurez sexual en los
animales seleccionados. La pubertad es alcanzada a las 4 o S
semanas de edad, caracterizada en los machos por el descenso de
los testiculos a los sacos escrotales y en las hembras por 1la
apertura del orificio vagina;fs/y/ la primera ovulaciéh,
generalmente asociada con atresia. La madurez sexual se presenta
regularmente a las 9 semanas de edad acompafiada por el desarrollo
completo del aparato reproductor y por un balance hormonal entre

la hormona del crecimiento y las hormonas gonadotrdpicas (7,8).
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Todos los animales, mantenidos bajo las condiciones

anteriores, tuvieron un crecimiento en forma homogénea y un
desarrollo corporal adecuado , claro esté. siempre acompaffado de
condiciones dptimas de alimentacidn (Tabla 3) y control de
factores medioambiemtales (18).
0.0,
1 H ) . [y . - . -
0.1, uNj0EDLS
0 20 30 ‘0 10 .0 -2 e0 0
[Ie44 17
Figura 6: Ccodigo de identificacidon mediante perforacidn del
pabelldén auricular. 0.D. (oreja derecha); 0.I. (oreja
izquierda).
TABLA 3. ANALISIS GARANTIZADO DEL ALIMENTO
MOUSE CHOW 5015 (*).
Proteina cruda no menor que........... 17.0%
Grasa cruda NO MENOT QUE. . ... .vce-aenn 11.0%
Fibra cruda no mayor que. ............. 3.0%
Cenizas no mayor que........ C et seanan 6.5%
Minerales NO MayoOr QUE. ... c.overecannas 2.5%

* Manufacturado por Ralston Purina St. Louis
Mo. U.S.A.
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CONDICIONAMIENTO.

Los ratones hembras son mam{feros poliéstricos durante todo
el aNo, desde la pubertad hasta la menopausia y la duracion de su
ciclo estral se ve influenciado de manera importante por el
nimero de ratonas por Jjaula (5,7,8). El ciclo estral es un
reflejo del funcionamiento del estado de los ovarios y del tracto
reproductor de la hembra y su mediacidén a través de la secreciodn
de hormonas. Este ciclo usualmente dura 4 a 5 dias y estd
dividido en cuatro etapas: Proestro, estro, metaestro y diestro
(8).

Cuando las hembras alcanzan su madurez sexual, entre las 9 y
las 11 semanas de edad, y son confinadas en grupos y aisladas en
su totalidad de cualquier estimulo odorifero del macho se ve
interrumpida su ciclicidad normal entrando en un estado de
anestro fisioldgico. La induccidn de este estado es conocido como
el fendmeno de Lee-Boot (7, 8, 18). Para 1lograrlo, las hembras
agrupadas se aislaron complétamente de otras Jjaulas en donde
hubiera machos, durante un lapso minimo de 2 semanas.

Este fendmeno resultcd ser un recurso muy Uutil para el
desarrollo del programa de produccién ya que se conto con 1la
ventaja de manipular la presentacidén del ciclo estral y el tiempo
de 1la ovulacién, suspendiéndolo para después restablecerlo en el
momento oportuno de acuerdo a las necesidades creadas por el

programa.
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SINCRONIZACION (ESTIMULACION).

Las feromonas juegah un papel importante en el desarrollo
del proceso reproductivo normal del raton. Estas substancias son
secretadas junto con la orina ejerciendo un estimulo a través del
bulbo olfatorio y tienen la capacidad de inducir una respuesta
fisioldgica y conductual en individuos de la misma especie y del
mismo o diferente sexo (5,6).

Basados en el proceso de condicionamiento descrito
anteriormente, las hembras en anestro se colocaron bajo el
estimulo del macho de tal forma que en cada jaula con 10 hembras
se introdujo a un macho en una jaula de barras de menor tamafio
para de esta manera permitir la exposicién y contacto a 1las
feromonas secretadas en la orina por el ratén, reinstalando el
ciclo estral e induciende sincrdnicamente l1a ovulacidn. Al
exponer a las ratonas en estado de anestro a dichas ferbmonas, la
mayoria entraron en estro, ovulando 72 horas después de 1a
exposicidn a estimulo con el macho. Este evento es descrito como
el fendmeno de Whitten (7,8,18).

Este fencmeno fu€ otra herramienta importante que sirvio

. para inducir de manera oportuna y eficaz 1la presentaciéh de
estros sincrdnicamente en las ratonas, eficientando de esta

forma los rendimientos del programa de produccion.
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APAREO.

El objetivo primario de un buen método reproductivo es
producir el nimero mgximo de ratones y al menor costo posible.
Para optimizar 1la eficiencia del programa de produccién se

. utilizd un método de apareamiento poligamico, el cual consistid
en colocar a S hembras por un macho por jaula. Las hembras se
pesaron y se colocaron en la jaula del macho antes de las cuatro
de la tarde del primer dia de apareo y se mantuvieron durante 5
noches consecutivas para de eéta forma conseguir que los
nacimientos ocurriesen durante 5 dias consecutivos. Cuando se
encuentra el macho junto con las hembras se instala una conducta
copulatoria que termina hasta que el macho ha alcanzado 1la
saciedad sexual teniendo de 3 a 10 eyaculaciones, habiéndose
empleado por 3 horas en total. FPosteriormente se presenta un
periodo refractario durante el cual el macho no es influenciado
por ningin estfmulo sexual (8).

El primer dia de apareo se contd como el dia "cero"
estableciéndose un control sobre el tiempc de duracién de 1la
gestacién y su diagnéstico oportuno. Los pesos de las hembras se
registraron individualmente en hojas de control diseffiadas para
recopilar la informacidn mas relevante desde la cépula hasta el
momento del parto (cuadro 1).

El método de apareo poligémico nos ofreci& la ventaja de
obtener un numero sustancial de hembras embarazadas en corto

tiempo.
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CUADRO 1. Hoja de control. Registro de datos de
la hembra desde el apareo hasta el parto.

x OBSERVACIONES

No.=Nimero con que se asignd a cada hembra.

1-S=Dias en que se dignosticé tapon de
=Peso al dia cero (1ler.

moQo>

=Peso al dia 13.

copula.
dia de apareo).

=Porcentaje de incremento de peso corporal.

=Hembras embarazadas.

=Nimero total de crias paridas.
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Los resultados presentados en los cuadros 2, 3 y 4 muestran
la proporcién de las hembras en las que se observé el tapén de
c6bula ¥ aquellas que quedaron embarazadas por lote en relacidn a
la edad de los animales en semanas. De estos cuadros obtenemos el

siguiete resumen:

Lote 1: 50 hembras en apareo, 30 con tapdn de copula vy 21
embarazadas .

Lote 2: 50 hembras en apareo, 34 con tapon de cépula y 27
embarazadas.

Lote 3: 50 hembras en apareo, 28 con tapén de cdbula Yy 24
embarazadas.

Tambien podemos observar que el primer dia de apareo fue
cuando mas hembras quedaron gestantes y en los cuatro dias
restantes hubo una distribucidn homogénea de las hembras
embarazadas. Esto se explica por el tiempo de utilizacidon del
macho y el nﬁmero de hembras de su harem, aunado al periodo
refractario del macho. Muchas de 1las hembras posiblemente no
entraron en calor y esto repercute en que hnoc se presente una
adecuada receptividad del macho para la cépula.

En la gréfica 3 se muestra el porcentaje de fertilidad de
cada uno de los machos utilizados en los tres lotes del programa
reproductivo. Los porcentajes se expresan en relacién al nimero
de hembras gestantes por cada uno de los animales, tomando como
el 100 % a las S hembras del harem de cada macho mantenidas en la
etapa de apareo. En promedio encontramos que el porcentaje de
fertilidad de los machos para el lote 1 fué de 42% ,para el lote
2 de 54% y para el lote 3 de 48%

Se encontr& que los machos utilizados por cinco dfas de
apareo con cinco hembras cada uno fueron capaces de gestar de dos

a tres-hembras en promedio.
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Cuaéro 2, Hembras con tzpén de cédoula/Embarazezdas.
1

LOTE
1 2 3 4 2 voti.eg
Llaz laila T.C T.C. T.C. 7,4 T.L
SLLalinS o G. G. G. G. G.
9 3 2 1 1 1 8
2 1 i 1 1 6
4 1 0] (o] ] 5
10 2 1 o] o (o} 3
10 3 3 1 0 17
11 5 3 3 1 (o] 12
17 6 4 2 1 30
Toteies 9 5 4 2 1 21
LTele & Ta06n ce ¢Hutlic, G, : Gestantes,
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Cuadro 3., Hembrzs con tapsn de cdédpules/kmberazadas.

LOTE 2
1 2 3 4 5 Totale
EDAD T.C, T.C T.C. T.Co T.C T.C.
SEN AN AS G. G. G. G. G. G.
g 6 1 3 2 (o] 1z
5 1 3 2 (o] 11
4 2 1 1 1 9
10 3 1 1 1 1 7
11 6§ 2 2 2 S 2 13
més. 2 2 1 3 1 9
12 5 6 <] 3 34
Totales 16 4 5 6 P 27
T.C. : Tandén de cbdoula. G. : Gestantes,
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Cuadro 4, Hembras con tapén de cépulz/Embarazadas,

LOTE 3
1 2 3 4 s Totales
LTAD T.C. T.C. T.C. T.C. T.C T.C.
SER: Al AS c. G. G. G. G. G.
9 4 1 4 1 2 12
4 1 4 1 1 11
3 2 o] 2 1 8
10 3 2 o 1 1 7
3 0 2 2 1 8
1
1 3 o} 2 1 0 6
Totales 10 3 6 5 4 28
10 3 6 3 2 24
T.C.:Tapbn de cdpula. G, 2 Gestantes,
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DIAGNOSTICO DE COPULA.

Para la confirmacidn de la cépula se establecid una rutina a
traves de la identificacidn visual del llamado tapdn de cdpula.
Los machos emiten en una fraccion del eyaculado, una substancia
de naturaleza gelatinosa producto de 1la secrecidn de las
vesiculas seminales y las glandulas coagulantes, la cual forma un
verdadero tapdn que llena el espacio entre el cuello del itero vy
la papila genital externa y cuya funcidn es desencadenar el
estimulo reflejo para la secrecion de la hormona luteotropica (8).
La observacidn de dicho tapdn se realizo cada mafana siguiente
durante los S dias en que se mantuvo la etapa de apareo. Las
hembras positivas al tapon se registraron en la hoja de control y
se fueron separando paulatinamente conforme al dia en que fue
observado y las hembras restantes se dejaron hasta que el macho
fué retirado el quinto y Ultimo dia de identicacidn de dicho
tapon.

En la gréfica 4 se muestra la relacidn entre el porcentaje
de tapones observados y el porcentaje de hembras gestantes por
lote. Como podemos observar el tapon de cépula es un indicador
confiable de que el macho copuld a la hembra y que a su vez un
buen porcentaje de las hembras cepuladas quedaron gestantes. Las
diferencias encontradas en los porcentajes de tapén de cépula y
hembras gestantes pueden ser explicadas por un fenomeno de
seudogestacién producido principalmente por 1la estimulacidn del
cervix y/o la vagina durante el estro. Este proceso hace que 1la
hembra entre en un estado diestro que dura aproximadamente trece
dias, repercutiendo de forma importante por 1la presentacién de

c6pulas infértiles en los animales.
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GESTACION.

A traves de la examinacion visual se detectd 1la prefiez
alrededor del décimo dfa después del dia de apareo, de tal manera
que las hembras presentaron un agrandamiento abdominal notorio y
un desarrollo mayor de las mamas. lLa confirmacién de la gestacidn
se realizd por medio del incremento porcentual de peso corporal.
Habiendo registrado el peso de las hembras el primer dfa del
apareo, se volvieron a pesar el decimotercer dia después a 1la
primera fecha de peso, registrando los pesos de cada hembra en la
hoja de control.

En la gréfica 5 se observa el incremento de peso en gramos
del dia "cero® al dia trece de gestacion por lote y encontrando
en promedio un incremento mayor a 4 gramos. Todas las hembras que
presentaron este aumento de peso estaban gestantes.

Un parametro de suma importancia para el diagndético de 1la
gestacidn es la ganancia porcentual de peso al dia trece de
gestacion. Aquellas hembras que presentaron un incremento por
ciento de peso corporal del 22% o mas se consideraron
gestantes (gréfica 6).

Los resultados obtenidos en 1la gréfica 7 corroboran que
aquellas hembras que se diagnosticaron gestantes a través del
incremento porcentual de peso corporal, todas parieron por lo que
se considera que este parametro es de gran exacticud para ser
utilizado como diagndstico de gestacion.

El porcentaje de fertilidad en 1las hembras se obtiene
dividiendo el nimero de hembras embarazadas entre el numero de

hembras apareadas multiplicado por 100 y el resultado se expresa
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en porcentaje. En la gréfica 8 se puestra el porcentaje de
fertilidad de las hembras por lote: De S0 hembras apareadas solo
21 quedaron gestantes 1o cual representa un 42% de fertilidad en
el lote 1. Para el lote 2 de 1las 50 hembras apareadas, 27
quedaron gestantes obteniendo S54% de fertilidad y para el lote 3
de las 50 hembras 24 guedaron gestantes rindiendo un 48% de
fertilidad.

Si tomamos en cuenta que las hembras estuvieron con el macho
en la etapa de apareo durante 5§ dfas, siendo hembras de primer
parto, y comparamos los resultados de la fertilidad de cada uno
de los lotes con la fertilidad del analisis de 1la eficiencia
reproductiva de la cepa, se puede observar una condicidn en la
que la mitad de las hembras quedan gestantes y la mitad no,
siendo la misma situacidn que se presenta en los resultados

obtenidos en los tres lotes de este trabajo experimental.
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PARTO.

Las hembras se revisaron diariamente, en la mas<ana y en la
tarde, 7 dfas despu€s del diagndstico de gestacion positivo para
registrar- los nacimientos. El nimero de crias por hembra fue
anotado en la hoja de control para contabilizar el total de
crias nacidas por lote.

En la tabla 4 se muestran los totales de las crias nacidas
por lote y como puede ser visto se cumple satisfactoriamente con

-’ - -
la demanda de ratones recien nacidos requeridos por cada lote.

TABLA 4. Resumen de crias obtenidas por lote.

LOTES CRIAS MUERTAS AL VIVAS
NACIDAS NACIMIENTO TOTALES

1 129 14 115

2 138 14 124
3 153 8 145

La gréfica 9 nos presenta la distribucidn de partos en
relacion a S dias consecutivos de la semana; las hembras
comenzaron a parir en domingo (dia 1), terminando las pariciones
en jueveg (dia 5), cumpliendo de esta manera con otra de las
necesidades del protocolo experimental. Otra observacién de
importancia es que la mayoria de los partos se suceden €l primer
y el cuarto dfa, lo que se explica parcialmente por el perfodo
refractario del macho durante el apareo que aparentemente duro
dos df{as y posterior a este tiempo se volvid a reinstalar su

actividad sexual normal.
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La gréfica 10 muestra el porcentaje de c¢rias vivas y
muertas al nacimiento. El1 porcentaje de mortalidad en 1los tres

lotes evaluados siempre fué menor al 10%.
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TECNICA QUIRURGICA.

La timectomia se realizd en ratones de menos de 12 horas de
nacidos con el fin de asegurar el mdximo abatimiento de 1las
células dependientes del timo. Durante el transcurso de 1la
operacion se presentaron algunas complicaciones que se reflejaron
con la muerte de los animales. Los ratones recién nacidos son muy
susceptibles a las bajas temperaturas y el efecto hipotérmico
como método de anestesia resulto ser satisfactorio ya que los
ratones adquirieron el efecto anestésico deseado por el tiempo
necesario para llevar a cabo 1la cirugia. Sin embargo, si 1la
cirugia no es realizada en un tiempo razonable (3 a 5 minutos),
es decir, si rebasa éste intervalo, se corre el riesgo de que el
animal se recupere del efecto anestésico complicando de esta
manera la operacién.

Uno de los accidentes quirﬁrgicos mas frecuentes se debié a
la regulacién del la succidn del sistema de vacio ya que al
momento de extraer el timo se succionaba al mismo tiempo al
corazdn por 1la relacion anatdmica de ambos d}ganos. Este
problema fue controlado facilmente disminuyendo 1la fuerza de
succidn del sistema de vacio, pero con la suficiente para extraer
al timo. Otra de las complicaciones que se present6 fue al
momento de realizar la sutura ya que en algunos casos se 11e36 a
rasgar la piel de 1los animales debido a que es en extremo
delgada y muy sensible ante cualquier objeto punzocortante como
es el caso de la aguja de sutura. Cabe seffalar que algunos de los
énimales murieron al momento de la recuperacién postquirﬁrgica.

Todos los ratones operados y que resiétieron la operacién se

conjuntaron entre si formando grupos de S animales para
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devolverlos con cada una de las 20 madres nodrizas para terminar
de ser amamantados Yy criados hasta su destete. Primero se
colocaron los ratones recién operados en una jaula completamente
estéril y despuds se realizd una manipulacién con la madre a
manera de que orinara sobre las crias para que asi, las
identificara como propias y evitar un rechazo manifestado por
canibalismo de las madres. Sin embargo aun con todos estos
cuidados no fue posible evitar que muchas de las madres
canibalizaran a las crias.

Como se observa en la gréfica 9 se tuvo un porcentaje de
mortalidad transquirdrgica promedio del 13%Z mientras que la
mortalidad por causas postquirﬁrgicas presenté un promedio del
24%. Cabe selalar que la mayor parte de éste porcentaje se debid

principalmente a canibalismo por la hembras.



GRAFICA 11

MORTALIDAD TRANS Y POSTQUIRURGICA
%

80

40"

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3

TRANSQUIRURGICA POSTQUIRURGICA

44



VERIFICACION INMUNOLOGICA

En sistemas celulares procedentes de ratones, los linfocitos
que entran al timo adquieren un antigeno de superficie,
previamente 1llamado theta (thy 1). Este antigeno se ha
considerado como un marcador especifico para detectar la
poblacidn de linfocitos T en el tejido linfoide periférico de
ratones. La presencia del antigeno theta se pone de manifiesto
merced a la aplicacion de una técnica inmunoldgica muy sensible
(inmunofluorescencia) y a 1la aplicacién de un anticuerpo
monoclonal, denominado anti theta 1.1 (o« thy 1.1), especifico
para este antigeno (19).

De los animales muestreados en el lote 1, obtuvimos que dos
de los ratones timectomizados presentaron valores de
fluorescencia elevados (16 y 187% respectivamente) similar al valor
representado por el raton no timectomizado (7%) (control

< - . .
positivo). Un tercer animal timectomizado no mostro

fluorescencia, al igual que el raton atimico congénito (control
negativo) (Grafica 12-a).

En el lote 2, uno de los animales timectomizados respondi6
con un valor de fluorescencia (12.2X) similar al presentado por
el control positivo (10R). Los otros dos ratones timectomizados
revelaron una respuesta igual a la manifestada por el control
negativo con ausencia de fluorescencia (Grafica 12-b).

El lote 3 tuvo un comportamiento similar al lote 2. Un ratén
timectomizado con valor de fluorescencia (11%) semejante al
control positivo (10%) y los otros dos animales timectomizados
sin presentar fluorescencia como el control negativo (Gréfica

12-c).
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Los resultados de la prueba de Inmunofluorescencia
demuestran que hay una marcada depresiéh de linfocitos T en los
génglios linfaticos de ratones timectomizados. Sin embargo, en
algunos de los animales operados se encontrd una poblaciéh
suficiente de células T en relacidén a los animales no
timectomizados. Esta respuesta puede explicarse por varias
causas: Las diferencias en las horas de nacimiento de los
ratones, influencid de manera importante el tiempo durante el
cqal se realizo la timectomia, es decir, unos animales se
operaron 2 o 3 horas despuéé de nacidos y otros hasta 1las 12
horas postnacimiento, lo cual, si consideramos que el tiempo de
migraciéﬁ de la primera oleada de células T al tejido 1linfoide
perife}ico es durante las primeras horas despuéé del nacimiento,
ademé& de que 1los animales se muestrearon aleatoriamente,
entonces pudieron darse resultados de positividad a la prueba de
inmunofluorescencia como es el caso de los expuestos en las
gréficas de este experimento.

Otra de las causas se refiere a la habilidad para 1la
realizacion de 1la técnica quirﬁrgica. Habi€ndose dejado una
remanencia del Timo después de 1la operaciéh. con esta pequefia
porcidn de 6rganoc es posible que se estableciera una poblaciéh
basta de c€lulas T en el tejido linfoide de los animales.

A pesar de estas prermisas , los resultados indican que el
70% de los animales timectomizados muestran una severa depresidﬁ
de los ‘l1linfocitos dependientes del timo en los ganglios

linfaticos que albergan a esta poblacion de células.
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VERIFICACION MORFOLOGICA oo e

La evaluacion morfoldgica de los cambios histolégicos
ocurridos en los ganglios 1linfaticos y bazo de 1los animales
timectomizados y atimicos congénitos (nw nu) se realiza a traves
de la comparacidén con animales con desarrollo normal del timo.

Para que el desarrollo de esta etapa cumpliera con su
cometido, se establecid una clasificacion de los cambios
histoldgicos mas significativos, en relacion a la ausencia de
cambios patolégicos aparentes, encontrados en los organos a
evaluar. En los cuadros 5, 6, 7 y 8 se presenta la relacion de
los gdnglios linfiticos evaluados y si hubo o no cambios en su
estructura . La evaluacion del Bazo se observa en los resultados
mostrados en el cuadro 9.

Los numeros en forma de quebrado expresan lo siguiente:

observacion estructural/d}ganos muestreados

Como se puede observar en la gran mayoria de los génglios
linfdticos de 1los ratones timectomizados presentaron cambios
significativos en su estructura lo cual sugiere que s{ se
manifesto una depresion de 1las células T, en las =zonas de
colonizacidn celular, siendo en algunos casos severa y en otros
casos una depresiéh moderada.

Con respecto a los ganglios linfaticos de 1los ratones
atimicos congénitos encontramos que la estructura completa de los
6}ganos estaba alterada y con una severa depresién de 1las =zonas
de albergue de los linfocitos T.

En relacion al bazo los cambios encontrados en los ratones

timectomizados fueron mas aparentes mostrando en algunos
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casos una deplecion coipleta de las cé€lulas timodependientes en
la zona de concentraciéin de las mismas.

Al igual que los ganglios linfaticos de los ratones atimicos
congenitos, en el bazo de éstos también se encontrd una
alteracion total de la estructura normal del Jrgano encontrando
una marcada deplecidén en la zona de permanencia de las células T.

En las placas de Peyer no se observaron cambios ni en la
estructura ni en la poblacidn celular por lo que se considerd un
organo que no representa significancia para la prueba
histoldgica. Esto se debid posiblemente al tiempo de migracién y

de ocupacion de las celulas dependientes del timo en este 6}gano.
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Cuadro S. Cambios Histolégicos

de los animales muestreados.

en ganglios linfaticos cervicales

ATIMICO ATIMICO
GANGL10S CERVICALES CONTROL |QUIRURGICO | CONGENITO
POBLACION CELULAR EN NORMAL 3/3
ZONA PARACORTICAL. DISMINUIDA 4/6

AUSENTE 272
TEJIDO CONJUNTIVO EN ABUNDANTE 2/6 272
ZONA PARACORTICAL. ESCASO
AUSENTE 373
NORMAL - 3/3
TAMANO DE NODULOS. FEQUENODS /e 272
NORMAL 373
ORGANIZACION NODULAR. ALTERADA /6 272
NORMAL 3/3
No. DE NODULOS. ESCASO 3/6 2/2
SIN CAMBIOS. 3/3

Cuadro 6. Cambios histologicos en ganglios linfaticos axilares de

los animales muestreados.

ATIMICO ATIMICO
GANGL [0S AXILARES CONTROL |QUIRURGICO | CONGENITO
POBLACION CELULAR EN NORMAL 3/3
ZONA PARACORTICAL. DISMINUIDA 2/5
AUSENTE 275 372
TEJIDO CONJUNTIVO EN ABUNDANTE 175 272
ZONA PARACORTICAL. ESCASO
AUSENTE
/3
NORMAL 3/3
TAMANO DE NODULOS. PEQUENDS - 375 272
NORMAL 3/3
ORGANIZACION NODULAR. ALTERADA 4/5 2s2
NORMAL 3/3
No. DE NODULOS. ESCASO ass 272
SIN CAMBIOS. 3/3
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Cuadro 7. Cambios histoldgicos en ganglios linfaticos

de los animales muestreados.

inguinales

ATIMICO ATIMICO
GANGL 10S INGUINALES CONTROL |QUIRURGICO | CONGENITO
POBLACION CELULAR EN NORMAL 2/2
ZONA PARACORTICAL. DISMINUIDA 373
AUSENTE 272
272
TEJIDO CONJUNTIVO EN ABUNDANTE
ZONA PARACORTICAL. ESCASO 173
AUSENTE 2/2
NORMAL 272
TAMARO DE NODULOS. PEQUENOS 273 272
NORMAL 272
ORGANIZACION NODULAR. ALTERADA as3 272
NORMAL 272
No. DE NODULOS. ESCASO 2/3 272
SIN CAMBIlOS. 272
Cuadro 8. Cambios histologicos en ganglios linfaticos popliteos
de los animales muetreados.
ATIMICO ATIMICO
GAXGLIOS POPLITEOS CONTROL |QUIRURGICO | CONGENITO
POBLACION CELULAR EN NORMAL 2/2
ZONA PARACORTICAL. DISMINUIDA 373
[AUSENTE 277
TEJ1DO CONJUNTIVO EN ABUNDANTE 2/2
20NA PARACORTICAL. ESCASO 173
AUSENTE 272
NORMAL 272
TAMARNO DE NODULOS. PEQUENOS 2/3 272
NORMAL 2/2 .
ORGANIZACION NODULAR. ALTERADA 373 272
NORMAL 2/2
No. DE NODULOS. ESCASO 273 272
SIN CAMBIlOS, 272
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Cuadro 9. Canmbios hlstolégicos en el bazo de 1los animales

avestreados.
BAZO CONTROL | ATIMICO ATIMICO
QUIRURGICO | CONGENITO
ORGANIZACION NORMAL 3/3
NODULAR ALTERADO 279 272
POBLACION CELULAR | PRESENCIA 3/3
10 TIoN
PER 1 ARTERIOLAR BEFLE 6/9 2/2
No. DE NODULOS NORMAL 3/3
ESCASO 6/9 2/2
TAMARO DE NORMAL 3/3
NODULOS DISMINUTDO 79 2/2
FORMA DE LOS NORMAL 3/3
NODULOS ACARGADO
6/9
SIN CAMBIOS 3/3 2/9
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IV. CONCLUSIONES.

1. El método de analisis de 1la eficiencia reproductiva y el
calculo hipotético aritmético deductivo para determinar el nimero
de criadores necesarios y la programacidn de eventos
reproductivos resultaron apropiados para la produccioén
calendarizada de ratones satisfaciendo 1la demanda de la

investigacidn cientifica.

2. La timectomia neonatal realizada de acuerdo a 1la técnica
descrita por K.Sjodin (28) con las modificaciones que se
mencionan en el desarrolle del trabajo resultd satisfactoria para
obtener los numeros de animales carentes de timo requeridos,
aunque la eficacia para causar deplecidn de células
timodependientes se vid modificada por el momento de la
intervencidn quirurgica en relacién al momento del parto. La
mayoria de las muertes ocurrieron después de la operacién vy 1la
causa principal fue el canibalismo de las madres provocado por la

herida quirudrgica de las crias.

3. El marcador pan T Theta 1 resulta muy util para identificar a
las células T por el método de inmunofluorescencia indirecta. El
porcentaje de c€lulas positivas varid en los diferentes animales
de los distintos lotes y la tendencia fué a reducirse reflejando
una depuracidn de la tecnica. También se debe considerar que hay
una unidn inespecifica de fluoresceina y que los controles

negativos fueron ratones atimicos congénitos nu nu.
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4. Se encuentran diferencias notables en relacidn a la estructura
histoldgica de ratones timectomizados en comparacién con animales
con desarrollo normal del timo. Los cambios observados y de mayor
apariencia fu€ la depresion de las células dependientes del timo
en los nichos de proliferacién de éstas en los génglios
linfaticos v en el bazo, siendo en éste Ultimo mds notorios 1los
cambios encontrados. Sin embargo no todos los 6rganos muestreados

de los diferentes ratones en los distintos lotes mostraron los

mismos cambios, en algunos Jdrganos la depresidn fue moderada
Yy en otros casos severa. En las placas de Peyer no se
encontraron cambios significativos que denotaran alguna

diferencia en relacion a los cortes de ratones normales. La
estructura histoldgica de los bazos y ganglios linfaticos de los
ratones atimicos cong€nitos se encontrd completamente diferente a
la conformacidén normal de estos 6rganos manifestada por una
severa depresion de las zonas de colonizacion de los 1linfocitos

timodependientes.

S. La utilizacidn del modelo esponténeo de alto costo de
adquisicién y tecnologia especializada para su manutencién,
comparado con el modelo atfmico inducido quirdrgicamente, es una
alternativa ﬁtil, aungue el porcentaje de cdlulas
timodependientes evaluado por inmunofluorescencia con el
anticuerpo monoclonal anti teta 1.1 y 1la depresi&h de estas
c€lulas de sus nichos de proliferacién en los ganglios linfaticos
¥y bazo, varfa segin la edad en horas del animal y 1la escision

total del timo.
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