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I.' I 1 T Ro D u e e I o l. 

Dentro de un laboratorio de investigación biomédica el 

ratón constituye un material biológico esencial ya que por su 

tamafto y bajo costo de mantención, resulta ser un animal de 

laboratorio ideal. Es por esto que dentro de un Bioterio esto• 

animales deben estar bien caracterizados genética, microbioló­

gioa e inmunoló¡icamente para que los trabajos de inves­

tigación puedan ser reproducibles y den resultados con una 

mínima variabilidad. 

Bl siguiente trabajo pretende caracterizar una nueva cepa 

de ratones hipotímicos, ein pelo llamados COI et/et, surgidos 

espont4neamente en el Bioterio de la Facultad da Batudios 

Superiores Zaragoza y compararlos con las cepas CDl y CDlet/+. 

Evaluando las poblaciones celulares de linfooitos T a travée 

de sus receptores de superficie (CD3, CD4 y CDB) por medio de 

la citometría de flujo utilizando anticuerpos monoclonales 

marcados con ficoeritrina e isotiocianato de fluoreaceina y 

la respuesta de tipo humoral determinando anticuerpos de tipo 

IgH para la respuesta priaaria e IgG para la respuesta secun­

daria contra un inmunógeno timodependiente como es la albúaina 

s6rica bovina (BSA) mediante la técnica de BLISA. 



II. lf A R e o T 1 o R I e o. 

2.1. IL RATOK DISKUDO. 

El objeto de la produoción animal en el Bioterio, debe 

ser el obtener animales los cuales presenten respuestas 

estándares a la manipulación experimental. Esto si¡nifioa que 

la variabilidad debe de mantenerse minina y oonseouentemente 

gue los experimentoa puedan producir resultados significati­

vos, tales animales se les oonooe como animales definidos; 

éstos deben .de ser criados bajo condiciones estándares libres 

de ~nfermedades y en el caso de especies comunes de laborato­

rio deberán estar bien caracterizados genética, microbiolóiica 

e innunoló¡icamente (1). 

Uno de los animales más populares dentro del laboratorio 

es el ratón, por su tamaffo pequeffo, facilidad de manejo, bajo 

oosto de mantenimiento y un alto ¡rado de reproducción. La 

facilidad con que un gran número de ratones pueden ser mante­

nidos y las diferentes mutaciones que se han encontrado en el 

ratón lo hacen un modelo animal favorito dentro del laborato­

rio. 

El descubrimiento de ratones con mutaciones productoras de 

innunodetioienoias, su desarrollo y posterior utilización en 
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investigaoidn biom6dioa, representaron pasos fundamentales 

para el progreso de áreas oomo la inmunología, investigación 

en cáncer, infectología, microbiología, parasitología y pato­

logía experimental entre otras áreas m6dicas (1,2,3). 

Bn 1966 el Dr. S.P. Flanagan reportó la existencia de un 

ratdn mutante con las siguientes características: sin pelo, 

baja fertilidad, inmunodeficiencia, tamafto reducido, atímia y 

un periodo de vida breve oon presentación de un 100% de morta­

lidad a la edad de 25 semanas y una marcada mortalidad infan­

til de hasta el 45% en las dos primeras semanas de vida, 

demostró que el gen responsable de la mutación de ausencia de 

pelaje es un. gen autosomal recesivo que el denominó nude 

(desnudo) y cuyo símbolo genático es nu (4). 

Bn 1968 E.M. Pantelouris describió que los ratones ho•o­

oigóticos recesivos para el gen nu (nu/nu) careoen de timo, 

mientras que los hermanos de camada homocigótioos dominantes 

(+/+) y heterooigóticos (nu/+) presentan timo normal. Asimis­

mo, describió la presencia de una mar.cada leucopenia en los 

ratones atímicos (815-3380 leucocitos/u!), mientras que herma­

nos fenotípicamente normales presentaron hasta cuatro veces 

niveles más altos y otros con niveles intermedios, estos 

Gltimos fueron considerados como heterocigotos (nu/+) (5,6). 

A partir del reporte de Pantelouris se inició una ola de 
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investigaciones siendo los primeros usos experimentales: 

rechazo de injertos así como respuesta inmune antitumoral, de 

heoho es en estos animales donde se descubrieron unas células 

no T, que tenían actividad antitumoral y se lea denominó 

linfocitos asesinos naturales (células NK) (7,8,9). 

En el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores 

Zaragoza surge espontáneamente una cepa de ratones pelones 

derivados de la cepa CD1; llamó la atención por su resistencia 

a las condiciones estándares del bioterio, y de acuerdo a un 

estudio realizado donde se pesó el timo, ae comprobó que eran 

hipotímicos, denominándoaelea CD1 et/et (10). 

Las características observadas en estos animales son las 

siguientes: su desarrollo sexual es mayor de dos meses y 

medio, su periodo de lactancia es de 35 días y las crías por 

hembra son de 4 a 5 ratones, con un·25X de mortalidad en estos 

mismos. 



2.2. LA RESPUESTA IBKUBB. 

El término de inmunidad comprende todos los ·meoanismos 

fisiológicos de los que está dotado el organismo para recono­

cer materiales como propios o extratros y neutralizarlos, 

eliminarlos o metabolizarlos eventualmente ( 11). 

El sistema inmune se halla compuesto por los órganos 

linfoides primarios y secundarios, por los linfocitos y oélu­

las del sistema mononuolea·r 
0

fagooitioo que se encuentran 

circulando por el· réstci del organismo. En lo• órganos linfoi­

des primarios (médula· ósea y timo) es donde se diferencian y 

maduran las aiferentes poblaoiones de linfocitos. En los 

secundarios oonstituidos por ao~mulos de linfocitos maduros 

entremezclados con células del sistema mononuclear fagocitioo 

(bazo, aanglios linfáticos y tejido linfoide distribuido a lo 

largo del tubo digestivo y aparato respiratorio) es donde 

entran en contacto los linfocitos con los antígenos extrai'los 

presentados por células accesorias y donde se inicia por lo 

tanto la respuesta inmune (12, 13). 

La respuesta inmunitaria está estructurada por una secuen­

cia compleja de eventos; se inicia con la presencia de un 

estimulo (inmunógeno o antígeno) y por lo general culmina oon 

la eliminación del agente que lo provoca. Hay dos niveles de 

defensa contra la invasión por los agentes externos: La inmu-
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nidad innata y la adaptativa. La inmunidad innata, llamada en 

ocasiones inmunidad natural, est4 presente desde el nacimiento 

y comprende diversos elementos no específicos como eon la 

piel, enzimas, polimorfonucleares, proteínas de fase aguda, 

c6lulas NK e interferones. La inmunidad adaptativa se distin­

gue por una alta especificidad para el inmunógeno ofensor y 

por su memoria. Los elementos principales son las c6lulas 

presentadoras de antígeno (APC), linfocitos derivados del timo 

(células T) y linfocitos derivados de la m6dula ósea (células 

8) (13, 14). 

ACTÍVACIOB DR LA RRSPURSTA IBHUBB. 

La respuesta ·inmunitaria adaptativa se inicia con la 

presencia de un agente extrafto que se escapa a la eliminación 

temprana por el sistema inmunitario innato. Un agente extrafto 

dentro del organismo se denomina· antiseno¡ 6ste tiene la 

oapacidad para reaccionar oon los productos de la inmunidad 

adaptativa, en particular los anticuerpos y no neoesariamente 

a su capacidad para inducir su formaoión, contrariamente a los 

inmunósenos que son mol6culas que inducen e incrementan una 

respuesta inmunitaria. 

a 



RBSPUBSTA IIMUBB CELULAR. 

Bl destino de un inmunógeno que penetra las barreras 

físicas del sistema inmunitario innato, depende en parte de su 

ruta de entrada; en general, un inmunógeno puede tener tres 

rutas: si el inmun6geno entra al torrente san¡uíneo se lleva 

hacia el bazo que se transforma en el sitio principal de 

respuesta inmunitaria; si ·el inmunógeno permanece localizado 

en la piel se desarrolla una respuesta inflamatoria local que 

viaja a través de los canales linfáticos aferentes hacia los 

ganglios linf4tioos que drenan el área afectada, lo que a su 

vez, sirve oo~o el sitio principal de la respuesta inmunitaria 

y finalmente, el inmunó¡eno puede entrar al sistema inmunita­

rio de las mucosas en el aparato respiratorio o digestivo, 

ambos de los cuales tienen tejido linfoide (amíidalas y placas 

de Peyer) para montar una respuesta inmunitaria. 

Después de la entrada del inmunó¡eno es capturado y proce­

sado por la APC y la presentación en forma procesada de dioho 

inmunógeno es acompa~ado de la molécula complejo mayor de 

histocompatibilidad (HHC) clase II, ya que sólo asi es reoono­

oido por un sub¡rupo de células T llamadas células T colabora­

doras (TH). 

Aunque no todas las o6lulas somáticas expresan proteína 
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clase 11 aquellas que lo hacen incluyen macrófaaos, linfocitos 

B, linfocitos T activados y células presentadoras de antiaeno. 

Las células B precursoras de las células que secretan 

anticuerpos (oélulaa plasmáticas) también expresan dichas 

moléculas olase lI del HHC. El denominador com~n entre las 

células es la expresión de antiaeno clase II y por lo tanto su 

función oomo APC. Estas células fagocitan o pinocitan el 

inmunógeno, que entonces es modificado en las vacuolas endoci­

tioas del citoplasma. Los fragmentos del inniunó.¡¡eno··; original 

se asocian de manera no oovalente con las m¿léc~l-~s:.:·~iase:· lI .y 

este complejo es transportado hacia la<. ~Ü~~'ii'rJ'."d'i,~'j,· ~~lular 
donde se hace accesible a la célula T, Solo'~~ ~~~eró Ümitado 

de los fragmentos peptidioos de un ant.igen~ proteico son 

capaces de asociarse con las moléculas olase Il para· formar un 

complejo inmunogénico; tales péptidos se denominan epitopos 

inmunogénicos (15). 

Las células TH son las que inician la respuesta inmuni­

taria ya que activan a las células efectoras principales de la 

respuesta, es decir, las células citotóxicas (Te) y las célu­

las B productoras de anticuerpo. La activación de las células 

TH requiere al menos dos seftales: la unión del receptor de la 

célula T para el antígeno con el complejo antígeno-molécula 

clase II HHC, sobre las APC y la seftal que proviene de la 
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interleuoina I (IL-L) que es una proteina soluble producida 

por APC. Juntas las dos señales inducen la expresión de recep­

tores para otra linfooina, interleuoina II (IL-2), asi como la 

producción de una bateria de factores de crecimiento y dife­

renciación celular (oitooinas) que son importantes para acti­

var las células B y los maorófagos. La IL-2 induce el oreoi-

miento de las células TH que lo producen y células To que, de 

ordinario, no la produ'oen. Por lo tanto la función principal 

de la IL-2 es amplifi.oar la respuesta iniciada por el contacto 

de las células TH ·con las APCs . 

. · :·: ·> .. ·. 
Las células ' TH. aoÜvan a las células Te cuya función prin-

cipal es matar ·:·~élulas que_. ·expresen antigenos extraños o no 

propios. Las· oél~.l~s.: re:;·. al igual que:·:· 111.s'TH también requieren 

dos sei'iales de aoti~acfóri;: Un~.'. está 'dada por la interacción de 

los receptores de. ia: o~~~~r.T:~ para::. ei antígeno con un oomplej o 

de. un epi topo extraño • bfosirit~~izado y HHC clase sobre la 

célula en diana; es~á'~(~é¡~¡;¡~~·~u~~·en ser tumorales o infecta­

das por virus ::o :Y~i~j~~.;~~;i:t~:'.s~~~~da señal está proporoio-
.. ¡ .. ·, 

nada .Por. la IL;,.2•· prod~oida<· por la célula T activada. Esta 

liberará entónoes oi t~~i~a~ que matan a la célula en diana 

Fig. 1 (12). 

·a 
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!=:; .. -
Pi¡. 1 Esquema del aiatema inmunitario adaptativo (12). 
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IBSPUBSTA I•NUIB HUMORAL. 

La producción de antiouerpos requiere la activaoi6n de 

linfocitos B y su diferenoiación en c6lulas plasm4ticas pro­

ductoras de anticuerpos. Mientras que las c6lulas Tu se acti­

van, las células B especificas se unen al inmunó•eno a través 

de sus receptores d4ndose enseguida la endocitosis del comple­

jo antigeno-receptor, que parece proporcionar la seftal de 

activación; sin embargo ésta es insuficiente para la aoti­

vaoión total de las c6lulas B que requieren seftales adiciona• 

les de las c6lulas Tu. Batas seftales adioionales son citoci­

nas: la primera se denomina factor de orecimiento para la 

célula B CBCGF) que Junto con el antigeno estimula la prolife­

raoión de las células B; y la segunda denominada factor de 

diferenciación de c6lulas B CBCOF), induce a éstas o6lulas B 

activadas a diferenciarse hacia c6lulas plasm4ticas seoretoras 

de anticuerpo. Una fracción de las células B prolifera pero no 

se diferencia hacia células plasmáticas, quiz4 debido a que no 

reciben suficiente BCOF, tales c6lulas B forman un grupo de 

fondo com~n de células de memoria, que pueden responder a 

encuentros subsecuentes con el inmunógeno relevante (16). 

Durante la proliferación de las células B actu4n también 

otras interleucinas como son: 

- Interleucina 2 que puede inducir el incremento en la.produo-

11 



oión de anticuerpos y proliferación en los linfocitos B norma­

les. 

Interleucina 4 se sineraiza oon IL-2 para estimular el 

crecimiento de células B. Aunque no es un factor de crecimien­

to para las células B en descanso, la IL-4 induce incrementos 

rápidos en la expresión membranal de antiaenos KHC olase II y 

receptores para Fo de IgB. La IL-4 induce producción de IgG2b 

e I1tG3 por las células B estimuladas por LPS. 

- Interleucina 5 tienen una actividad promotora en el incre­

mento de las células B (BCGF-II). Se ha visto que las IL-5 

murina recombinante promueve el crecimiento de las células B 

activadas y se combina con IL-2 para estimular la prolifera­

ción celular; promueve también la producción de anticuerpo por 

células B en particular IgA. 

- Interleucina 6 como factor estimulador de B es un agente de 

diferenciación o maduración que promueve la capacidad de 

células activadas de la linea B para secretar inmuno1tlobulinas 

(17). 

12 
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2.3. BSTRUCTURA Y CARACTBRISTICAS DB LAS IKMU•OGLOBULIHAS. 

Los anticuerpos son inmunoglobulinas que pueden.reaocionar 

específicamente con el antígeno que estimuló su producción. 

Las innunoglobulinas comprenden alrededor del 20% de las 

proteínas totales del suero y una proporción variable de 

inmunoglobulinas tienen actividad de anticuerpo. 

Todas las inmuncglobulinas tienen patrones estructurales 

similares, con una gran diversidad de propiedades antigénicas 

de secuencias de aminoácidos. Las moléculas de inmunoglobuli­

nas están formadas por cadenas polipeptidicas ligeras (peque­

·ffas) y pesadas (grandes). Cada cadena de innunoglobulina 

consta de una porción terminal anino · variabl.e (v) y una por-

oión terminal carboxilo constante (o), cada una de las cuales, 

a su ve2 está genéticamente determinada. Las cadenas ligeras y 

pesadas se mantienen unidas mediante enlaces disulfuro (Fig. 

2). 

Las cadenas están plegadas en tres dimensiones oon enlaces 

disulfuro para tornar dominios. Hay dominios variables y 

constantes. 

CADERAS LIGERAS (L). Estas siempre son de dos tipos, kappa 

(k) Y lambda ( A ) oon pesos noleoulares de 25000; anbos tipos 
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ocurren en todas las olases de inmunoalobulinas pero cual-

quier molécula contiene sólo un tipo de cadena L. 

CADBNAS PBSADAS (ff). Cada una de las cinco clases de 

inmuno¡lobulinas tienen un conjunto anti¡6nico de cadenas H 

(isotipos), con pesos moleculares de 50000 a 70000. Los cinco 

tipos de cadenas pesadas se denominan T en IgG, r en I11H. <>('. 

en IaA, Ó en IgD y fo en Ial!. La porción de cadena (H) que no 

está involucrada en el sitio de combinación del anticuerpo 

(fraamento Fe) porta los sitios para diferentes reaccione• 

efectoras, por ejemplo, fijación a o6lulas fa¡ooitaria•, 

deslra~ulación de las cálulaa cebadas y fijación cutánea. 

Los fraamentos de inmunoalobulina provienen del tratamien­

to enzimático de la molácula de inmunoglobulina. l!l tratamien­

to de la molécula IgG 7S oon papaína resulta en la producción 

de 3 fraamentoa; dos de eatos son •UY parecidos y tienen 

capacidad para lil(arse a loa antiaenos, son de tipo univalente 

ya que solo tienen un punto de unión al li•ando. Batos fr .. -

•entos reciben el nombre de Pab (fra¡mento de unión con el 

antiaeno), el tercero es el fra¡nento Fe el cual no porta 

actividad de anticuerpo sino una aama de reacciones efectoras 

y tiene la propiedad de •er criatalizable. 

SITIO COKBI•AITB. La actividad inmune de una molécula de 



anticuerpo se centra sobre su 

ticamente antiaenos. El sitio 

capacidad de enlazar especi­

de combinación está localizado 

sobre el extremo del grupo anino terminal de la mol6cula de 

anticuerpo y está compuesto de ciertos segmentos hipervaria­

bles plegados dentro de las regiones moditicables de ambas 

cadenas L y H. La especificidad de los anticuerpos es una 

función de la secuencia de los aminoácidos y de su oonf igura­

oi6n tridimensional (lB). 
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IHHUHOGLOBULIMA G (IgG). 

La IgG comprende aproximadamente 751 de inmunoglobulinas 

en los sueros humanos normales. Cada molécula de IgG consta de 

dos cadenas L y dos cadenas H ligadas por 20-25 enlaces disul­

furo. Hay 4 subclases de IgG basadas en las diferencias anti­

génioas en las cadenas H. Cada molécula de IgG tiene solo un 

tipo de oadena L y un tipo de cadena H; las moléculas de IgG 

probablemente tienen la forma de Y con una bisagra cercana a 

la mitad de la oadena pesada que une a los dos segmentos Fab 

al segmento Fe (Fig. 2). 

•·Durante la respuesta secundaria, la IgG es la principal 

innunoslobulina sintetizada. Por su capacidad para cruzar la 

placenta ofrece una linea defensiva primordial contra las 

infecciones en las primeras semanas de la vida del reoién 

nacido; la región Fe de las moléculas de IgG se unen a los 

receptores espeoificos de las células fagocitarías tales oomo 

los maorófagos y los leucocitos polimorfonucleares, aumentando 

asi la ef ioienoia de las células faáociticas para que puedan 

inserir y destruir los microbios infectantes que han quedado 

cubiertos con los anticuerpos IgG producidos como respuesta a 

la infección. Además de unirse a las células fasociticas,· la 

región Fo de IgG puede unirse, activándc, al primer componente 

del sistema del complemento que en estas circunstancias desata 

un ataque bioquimico que mata al microorganismo (19). 
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Fig. 2 Representaoi6n esquemática de una molécula IgG (12), 
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IIKUBOGLOBULIBA K (IgK). 

La IgH . comprende alrededor del lOX de inmunoglobulinas en 

el suero humano normal.: Bl mayor tamafto de las mol6culas de 

IgH es debido al eslabonamiento de 5 unidades (cada una simi­

lar a la unidad de IgG) mediante enlaces disulfuro cerca de la 

región de la bisagra¡ cada subunidad de IgH consiste en dos 

oadenas L y dos cadenas H (Fig, 3). Adem6s hay una cadena J 

(peso molecular 15000) por cada diez cadenas L de moléculas 

IgH. La cadena J es 6cida y difiere en antigenicidad y compo­

sición de aminoácidos de las otras cadenas. Es probable que 

ayude a la polimerización y estabilización de las moléculas de 

IgH. Puesto que cada moléoula de IgH tiene diez segmentos Fab 

que se pueden combinar hasta en diez sitios antig6nioos. 

Las mol6oulas de IgH son los anticuerpos que se sintetizan 

primero en la respuesta al estímulo antig6nico, fijan bien el 

complemento en presencia de antígeno. 
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1 
. C, lgM (pentómero) 

Fia. 3 Estructura pentam6rica de la IaH humana (12). 

19 



2.4. RBSPUBSTA PRIMARIA Y SBCURDARIA. 

La primera exposición de un inmundgeno desencadenará una 

respuesta de anticuerpo, relativamente débil y de vida corta 

denominada respuesta primaria, la oual se divide en diversas 

tases. La rase de espera o latente es el tiempo que pasa entre 

el oontacto con el inmun6geno y la detecoidn de anticuerpos 

en la circulaci6n, que en promedio, dura una semana en huma­

nos. Durante este periodo tiene lugar la activaci6n de los 

lintooitos T y B. La tase exponencial marca un rápido incre­

aento en la oantidad de anticuerpos en ciroulacidn. Después de 

un intervalo el nivel de anticuerpos permanece relativamente 

constante debido a que está ocurriendo sintesis y degradaci6n 

a trecuencias casi iguales (tase del estado de equilibrio), el 

nivel de anticuerpo declina en torma gradual (tase de declina­

ción) al menguar la sintesis de nuevos anticuerpos. 

Loa siguientes encuentros con el mismo inmun6geno dan como 

resultado la respuesta secundaria en donde está acortado el 

periodo de latencia y los niveles de anticuerpo alcanzan 

rápidamente un nivel de equilibrio mucho más alto permanecien­

do detectables en el suero durante periodos muchos más largos 

(Fig. 4). Las células T y B de memoria son generadas durante 

la respuesta primaria y son responsables de una cinética más 

rápida, de mayor intensidad y duraci6n en la respuesta seoun-
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daria; esto explica porque son tan etioaces las inyecciones de 

retuerzo de las vacunas (Fia. 5). 

Bn la respuesta primaria la clase de anticuerpos que se 

detecta primero es de tipo IaK, en un lapso de una a dos 

semanas, mientras que en la respuesta secundaria los anticuar-

pos producidos son casi en su totalidad I¡G (20, 21, 22). 

Fi¡. 4 

.¡, I 

···¡' 
•. \-~-... 
,. ··. 
¡ . 
, ... , , . . .. 
!11 .. ··~ .,, 

TIHI~;·: 1 

Fases de una respuesta de anticuerpos primaria des­

pués del contacto con el antiaeno (20). 
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FALLA DE ORJGEN 

Filt. 5 Respuestas de anticuerpos primaria y secundaria (20). 
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2.5. MARCADORBS DB SUPBRPICIB. 

Los linfooitos y otros leuoooitos expresan un aran número 

de diferentes moléoulas en su superfioie. Algunas de éstas 

moléculas aparecen en determinados estadios de la diferenoia­

ción o aotivaoión oelulares durante breves periodos de tienpo, 

mientras que otras son oaraoteristicas de distintas lineas 

celulares. 

Las moléoulas que pueden utilizarse para identificar a las 

poblaciones oelulares reciben el nombre de naroadores, en 

muohas de ellas ésta identificación se puede realizar mediante 

anticuerpos monoclonales específicos. 

Bn fechas recientes se ha desarrollado una nomenclatura 

para estas moléculas de la superficie celular el sistema CD, 

en el que los marcadores se numeran como CDl, CD2, etc. Bl 

término CD (designación de agrupamientos¡ cluster designation) 

provino del análisis computarizado de los anticuerpos monoclo­

nales contra los antiaenos leucocitarios humanos llevado a 

cabo por diferentes laboratorios de todo el mundo (Cuadro 1). 

Los marcadores se pueden poner de nanif iesto por medio de 

anticuerpos fluoresceinados. Bn este caso, los marcadores de 

superfioie actúan cono antígenos (23, 24). 
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c..,.. - ---- 1D611ri ...... c.IM&.. 

COio T6 Tlmodtoo, cilulo de t..n.,-
COlb TtrnocitOI 
COie nmocitol 
CD2 Tll Linfocilm T 
CD3 .n Unfocitos T oadurot 
Cb4 • T4 Subpobloción T 
CD5 TI IJnfodtot T 
CD6 TIZ LinfocitOI T 
CD7 LínfocitOI T (n:ccptor fe¡¡) 
CDS T8 Subpoblacidn T 
CD9 Monoat0&, Prc-8, plaquetu 
CDIO J5 (C•ll•) Prc.·B. LLA común 
COiia Uuc:oeilot (LFA.t) 
CDllb OKMI Monocitos, ¡ranulocitot, NK (CR.J} 
CDllc Monocitot (¡Tan.ulocitoi) 

CDWl2 Monocif'O'I, gnnulocitos. plaquetas 
CDl3 Monocitos, pn.ulocitos 
CDl4 Monocitot. ct.IWu dendrft.icu 
CD15. GnauJocitOI, (monocitos) 
COl6 GnnuJoc11os. NK 

.<;017 Gnnulocitot.. monocitos, pla.qucru 
CDl8 Leucocitos (LFA·B) 
COl9 114 Linfocitos B 

··CD20" · 81 Linfocnos B, célalu dendrincu 
CD21 82 Linfocnot e, et.lulas dendrfticu 
CD21 Linfocitos B 
CD23 -S •envida OL""' R), célula dcndnaca 
CD24 8A·I Linfocitos B, granulocnos 
CD25 T" T amvad:u (receptor JL-2) 

CDW26 Tacr1vad.u 
CD27 Céhdu T, plumlricu 
CD28 Subpoblac1ón T 

CDW29 Subpoblactón T 
COJO Ki-1 ú:lulu ac:tívadu T 1 8 
CD31 ~fonoc1tos, granulocnos, plaquetas, (cCJulu T)· 

CDW32 Monocnoa, granuloc1101, plaqucru. hníoc1101 B 
(2.~FcR) . 

CD33 CClulu micloide.s in~aduru-(l.\fA) 
CDl4 Leucemia mieloidc y hnioblbt1c:1 
CD3l Granuloc1to1, monoc1tos, cCIWu ciendritic:as 

(CRI) 
CD36 Monoenos, pbquc:tu 
CD37 Céiulu 8 
CD38 TIO Plumincas, umocnos B ~· i ac:ta\·ados 
C'.>39 Cc!luJu B, mac:rófagos 

CDW40 ú!Ju.lu B. carcinomu 
CDW41 Plaque tu 
CDW42 Plaquetu 

CD43 T, gnnulocuos, hematlcs, cerebro 
CD44 T, gnnuloc:nos, prc·B, cerebro 
CD4l T:?OO Pan lc1.1c:oc·uano 

CD45R T220 ~. süb?Oblaciones T •. t!.¡n1.1locnos monoc:il's 

Cuadro l. P~inoipales moléculas CD (25), 
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2.5. CARACTBRISTICAS DB LOS LINFOCITOS T Y DB LOS LINFOCITOS B. 

Dentro del sistema inmune los lini'ooitos dese.npellan un 

papel oentral aparte de otras células como son los fagocitos 

mononuoleares (monooitos y 11aoróflljfos), los Qranulocitos 

(neutrói'ilos, eosinói'ilos y basói'ilos) y oélulas NK. 

Los .linfooitos se dividen en dos olases: linfocitos T y 

linfooitos B. Los linfooitos B que se generan en médula ósea e 

hígado fetal y que son las oélulas precursoras de las células 

productoras de antiouerpo y que en las aves se adiestran en la 

bursa de Fabrioio, mientras que en los mamíferos en donde no 

existe tal estructura, salen de médula ósea con maroadores de 

linfocitos B. Cuando se sintetizan las cadenas funcionales H y 

L, se expresa la innunoglobulina en la superi'ioie celular. 

Estas células expresan inmunoalobulina y se denominan células 

B vírgenes porque poseen inmunoglobulina funcional sobre la 

membrana pero aan no interaotuan con el antígeno. La clase 

principai de inmunoglobulina de los linfocitos B es la IgH 

presente en forma monomérica; también pueden estar sobre la 

superficie la I¡D, IgG, I¡¡B e IQA. La mayoría de los linfoci­

tos B tienen un receptor para complejos antígeno-anticuerpo o 

inmuno¡¡lobulina aaregada. Este receptor es especifico para un 

sitio de la porción Fe. Se ha demostrado en los lini'ocitos B 

un receptor para el componente C3d para el complemento y el 
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virus Epstein Barr (CD21-0B2). Las c6lulas B tambi6n manifies­

tan los sntiaenos clase II del KHC,Y el receptor para trans­

ferrina. Bn este estadio las c6lulas B aiarsn desde la a6dula 

ósea hacia la sanare y téjido linfoide perit6rico. 

Se han descrito dos tipos aenerales de antiaeno: antiaeno 

independientes de T y antiaenos dependientes de T. Las c6lulas 

B que se encuentran a los antiaenos independientes de T son 

capaces de proliferación y secreción de inmuncalobulina en 

ausencia de células TH. En contraste la respuesta a antiaenos 

dependientes de T requiere la interacción entre células B y T 

para la prcducoión subseouente de inmunoalobulinaa. 

La maduración de c6lulas T en el timo se acompafta de una 

serie compleja de cambios en su aenotipo y fenotipo. Bl timo­

oito de reconocimiento más temprano, la célula pro-T, se puede 

identificar mediante expresión de ciertos antiaenos de la 

superficie celular (es decir, CD2 y CD7) y mediante la presen­

cia de la proteína CD3 en el citoplasma. Las células pro-T se 

diferencian en células pre-T. 

Los timocitos que expresan CD3/TCR-alfa/beta en su super­

ficie, y reaccionan con antígenos propios, por lo aeneral se 

eliminan de la poblaoión por un proceso aGn desconocido. Otros 

tiaocitos que poseen CD3/TCR-alfa/beta, H "educan" para 



reconocer p6ptidos antiaénioos sólo cuando estin asociados con 

proteínas propias MHC, mediante un proceso que aan no se ha 

delineado. La mayoría de los timooitos mueren en este proceso 

de selección dentro del timo; sólo una minoría se diferencia 

en forma exitosa en linfocitos maduros T, y miaran a los 

óraanos linfoides periféricos y a la sanare. En la sanare 

periférica, cerca del 70% de los linfocitos son c6lulas T. 

Otras 

enoaraadas 

también se 

estadios de 

moléculas diferentes del complejo CD3/TCR, estin 

de la diferenciación tímica de linfocitos T, y 

pueden utilizar como marcadores para identificar 

m_aduración. Las c6lulas pro-T expresan CD2 y CD? 

en la superficie celular, estos timocitos inmaduros carecen de 

CD3, CD4 y CDB. Al madurar, la mayoría de los linfocitos pro-T 

y pre-T inician la expresión de marcadores CDl, CD4 y CDB, por 

lo aeneral, dentro de la corteza tímioa. 

Cierta proporción de las células relativamente inmaduras 

co4•e- pierden la expresión del CD4 o el CDB para transformar­

se en co4•e-; se incrementa la cantidad de CD3/TCR sobre la 

superficie celular, y se pierde la molécula CDl. Estos linfi­

citos més maduros se encuentran de manera predominante en la 

corteza. Las células T que poseen TCR-alfa/beta, son del tipo 

predominante de las células T en el timo y aanalios linfitioos 

después de nacer, y constituyen casi todos los timocitos CD3 y 
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oélulas T maduras periféricas. Los linfooitos T maduros se 

pueden subdividir con base en las expresiones de antigenos: 

linfcoitos T cooperadores (CD4) o linfocitos T citotóxicos/su­

presores (CDS) (26, 27) .. 

CBLULAS T COOPERADORAS. Los linfooitos T tipo C04 forman 

el subgrupo denominado células colaboradoras tipo T, o oolabo­

radoras/inductcrae (Tu) debido a su capaoidad para incrementar 

respuestas de células B y amplificar las respuestas que las 

células T tipo CDS llevan a cabo; bajo ciertas circunstancias 

tambián pueden mediar las oitotoxicidad y su presión inmunita­

ria_'· Los linfocitos T tipo C04 por lo general reconocen antí­

genos peptidicos que están unidos a las glicoproteinas clase 

II del MHC presentes en la superficie de una célula presenta­

dora de antígeno. 

Después de la exposición al complejo péptido-MHC, las 

c6lulas T tipo CD4 se activan y proliferan; producen una serie 

de linfocinas, con distintos efectos como es la interleucina 2 

(IL-2) que sirven como factor de crecimiento para la prolife­

ración poliolonal independiente de antígeno de otras células 

T. 

La interleuoina 4 (IL-4) incrementa el crecimiento de las 

células B y otras células T, aumenta la función de los linfo-
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citos Te e induoe la expresión de receptores fo, para la IgB 

sobre las c6lulas B y los monocitos. 

Las c6lulas T tipo C04 proveen factores reguladores que 

incrementan las funciones mediadas por todo el sistema inmuni­

tario. Intervienen tambi6n cooperando oon los linfocitos B a 

los cuales induoe a producir respuestas secundarias (28). 

CBLULAS T CITOTOXICAS/SUPRBSORAS. Las o6lulas T tipo C08 

median la mayoría de las citotoxioidad especifica para el 

antígeno, capacidad para matar otras c6lulas que se toman como 

ajenas, como por ejemplo, c6lulas infectadas por virus. 

Las c6lulas T tipo COB reoonocen los antígenos peptídicos 

unidos a las mol6oulas olase I del MHC sobre la superficie del 

blanoo. Como oonseouencia de la aotivaoión, las c6lulas T tipo 

coa, tambi6n liberan linfooinas (es decir interleucina 2, 

interferon gamma), que pueden incrementar las respuestas 

inmunitarias por otros linfocitos T, B. Aparte de su funoi6n 

oitot6xica, las células T tipo CDB, pueden suprimir las res­

puestas inmunitarias, quiz4 por la liberación de factores 

solubles que interfieren oon la función de otras c6lulas 

inmunitarias (28, 29). 

Existen diferentes métodos para determinar los tipos 
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celulares de linfocitos T, con la idea de evaluar la respuesta 

celular. Una forma de haoerlo es mediante la detección de sus 

receptores por técnicas .oomo las rosetas E (marcador de todos 

los linfocitos T). Se puede usar también rosetas EA, usando 

hemolisina IgG, para determinar poblaciones de T supresores; o 

· hemolisina IgM para determinar linfocitos T cooperadores (30). 

La determinación de las subpoblaciones de linfocitos T se 

puede realizar también determinando los receptores C04 (marca­

dores de los linfocitos T cooperadores/inductores) y los 

receptores CDS (marcadores de los linfocitos T citot6xioos/su­

presor), mediante mioroscopia de fluorescencia o bien usando 

la 6itometria de flujo (31, 32). 
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•2.7. CITONBTRIA DB FLUJO. 

La oitometria de flujo es una técnica que permite medir 

caraoteristioas celulares tales oomo tamafto, volumen, pH, 

actividad enzimática, contenido de DNA, a través del marcaje 

de particulas o células con fluorooromos. Evaluando estos 

parámetros en un sistema de fluido en el oual las partioulas o 

células fluyen y son interoep_tadas por un rayo luminoso detec­

tándose la fluorescencia que emiten. La importancia de éste 

método se ha oaraoterizado por la rapidez y la cantidad de 

pruebas que se realizan así también por su alto grado de 

confiabilidad y exactitud, utilizándose cada vez más en medi­

cina y en biología, destacando las pruebas inmunológicas como 

por ejemplo la evaluación de poblaciones celulares (linfoci­

tos, monooitos y granulooitos) que han tomado un lugar impor­

tante en el diagnóstico y pronóstico de diversas situaciones 

clínicas, como es el trasplante de órganos y médula ósea, el 

diagnóstico temprano de leucemias y linfomas además de la 

evaluación de pacientes oon inmunodeficiencias (32). 

Una medición que puede hacer la citometria de flujo es la 

evaluación de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T 

por medio de sus marcadores de superficie (CD3, CD4, CDB) 

utilizando anticuerpos (mono y policlonales) u otras proteínas 

marcadas con substancias fluorescentes llamadas .fluorocromos 
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que son capaces de absorber luz de una determinada lonaitud de 

onda y emitir luz de mayor lonaitud de onda (33, 34). 

El fluorocromo más. utilizado es la fluoresceina; las 

ventajas que presenta son un alto coeficiente de extinción, un 

máximo de absoroión cercano a las lineas de emisión de un 

lasser de ion araón y su amplia disponibilidad de unirse a una 

aran variedad de anticuerpos. Otro 

trina (PE); está puede ser excitada 

fluorooromo es la ficoeri-

a 488 

anaranjada la cual puede ser fácilmente 

fluorescencia verde de la fluoresceina. 

nm, y emitir luz 

distinguida de la 

El fenómeno de la fluorescencia ocurre cuando un compuesto 

absorbe luz de una determinada lonaitud de onda, los electro­

nes pasan de un estado basal a un estado excitado regresando 

después a su estado basal, emitiendo luz a una mayor longitud 

de onda. La luz emitida siempre es de más baja energía y por 

lo tanto de mayor longitud de onda que la luz de excitación. 

Estas dos longitudes de ondas pueden ser oaptadas y separadas 

por filtros óptioos. La fluorescencia ha sido usada durante 

muchos aftos para visualizar ciertas estructuras a través del 

microscopio. Tiene particularmente una amplia aplicación en la 

citometria de flujo Y junto con la dispersión es el principal 

tipo de medición que se realiza en muchos equipos. 
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La oitometria de flujo realiza sus mediciones basadas en 

la .luz como fuente de exoitaoión; se requiere de una ilumina­

ción intensa, la cual es dada por la lámpara de arco o lasser, 

debido a que las oélulas son pequeftas y pasan muy rápidamente 

a través del punto de deteooión. La fuente de luz debe ser 

oapaz de produoir longitudes de onda ·espeoifioas que puedan 

ser usadas para excitar ·a los marcadores fluoresoentes. Cuando 

la muestra es inyectada en 'uno de los canales pass a la cámara 

de fluido en donde las-,: par'úéiulss 'o células son transportadas 
.··;·: 

o liberadas una por una·: a un 'punto· específico en el espacio e 

interoeptadas por, un .:;~~~ luminoso. La dispersión y la luz de 
-~: r :·j· 

nu orescenoia generaci'á son captadas por fotodetectores los 

cuales convierten el. ··~~tóri: en seftales eleotr6nioss que son 

detectadas y prociessd_as .. Po.r computadora dando resultados 

gráficos y análisis estsdistioos (32). 

Para medir la respuesta ,inmune. humoral se usan una serie 

de pruebas que varían en _ ousnt'o - a :sencillez :-._de e.jeouci6n, 

::::::: ":~; ·:::·.,,:<o;~ 'fü;:·~~t9i~~:;.~,'~!};;;'::::: .:: 
sensibilidad muy bajs.1-' Por. otro: 'lado~'. ten~mos. :téoni~a~· muy 

>,\;~ .• - " ~ ~:.- .·• :, ...... 

sensibles como el radioinmunoan_.Úisis (RIA)'; •':1~;:0Íial'_ ~e.teota 

cantidades de picogramos pero·, tiene el inconveniente'; .ele usar 

un equipo caro, de emplear substancias radioactivas'·que tienen 

generalmente una vida corta (30), 
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para la 

adem4s 

pruebas 

Otros son los inmunoensayos que son téonicas 

deteooión y ouantitioación de antígenos y anticuerpos; 

de la elevada sensibilidad que oaraoteriza a las 

inmunológicas, es la elevada especifioidad de la reacoión 

la base de entre el antiaeno y el anticuerpo lo que constituye 

su excelente aplicabilidad (35). 



2.8. BRSAYO DB BRZIHA LIGADO A UR IRHUMOABSORBBMTB (BLISA). 

Bs una t6cnica que permite determinar la concentraoión de 

un antíaeno o anticuerpo mediante la fijación de uno de ellos 

a una tase sólida y el otro en solución, detect4ndose la 

formación del complejo antíaenc-anticuerpo, mediante une 

inmunoalobulina, trente a la inmunoalobulina heteróloge o ante 

el antíaeno unido a una enzima, posteriormente ae le adiciona 

el substrato de la enzima y la transformación del substrato 

por la enzima es proporcional a la cantidad de antíaeno o 

anticuerpo tijada (36). 

Bn este ensayo, el antíaeno o anticuerpo ae adosa usual­

mente a un soporte de tase sólida para facilitar la separación 

de los reactivos libres y combinados. Se ha hallado que antí­

•enos y anticuer.poa se pueden unir oovalentenente al material 

particulado, tal cono celulosa y poliacrilanida y que tanbi6n 

se puede obtener una absorción pasiva satisfactoria a tubos, 

perlas, discos o nicroplaoas, de nylon, poliestireno, polivi­

nilo o polipropileno. 

Una parte esencial del innunoensayo por 

conjugación de anticuerpo o antíaeno fijado a 

enzimas es la 

una enzima. Bs 

necesario que la enzima tenaa actividad elevada, sea econóni­

oa, se obten•a en forna pura y que posea una reacción con el 
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substrato fáoilmente medible. Las enzimas más comunes son la 

peroxidasa de rábano picante, la Qlucosa oxidasa, la B-Qalao­

tosidasa y la fosfatasa alcalina. 

Los substratos deben ser estables y deben ser solubles 

antes y despu6s de la deQradaoión. Los substratos cromoQ6ni­

cos deben ser incoloros inicialmente y fuertemente coloreados 

tras la deQradaoión. Para los conju¡ndos de fosfatasa alcalina 

es adecuado el p-nitrofenil fosfato; para los de peroxidasa, 

la o-fenilendiamina (36, 37). 

'·Existen varios tipos de BLISA: competitivo, inhibitorio, 

sandwich e indirecto. Batos m6todos son fáciles de realizar, 

no requiere equipo costoso, sus reactivos son muy estables por 

larQos periodos de tiempo y tienen una sensibilidad similar al 

RIA. 
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KBTODO COKPBTITIVO. 

Este m6todo sirve para determinar anticuerpo• o·anti•enos. 

Para la determinación de anticuerpos, el anticuerpo se maroa 

con la enzima. El anticuerpo marcado compite con el anticuerpo 

no marcado en la muestra en estudio por los sitios de unión de 

un antigeno inmovilizado en una tase sólida oomo poliestireno. 

La diferencia en la degradación del substrato entre el conju-

gado solo (anticuerpo marcado) y el conjugado m4s la muestra 

ensayada es proporcional a la cantidad de anticuerpo de 6st11 

~ltima (Fig. 6). 

KITODO DB IRHIBICIOR. 

Bate sistema se utiliza para la detección de antigeno as! 

como su cuantificación y puede ser utilizado para sustancias 

de bajo peso molecular en el cual la interacción anti•eno­

anticuerpo, del anti•eno de la tase sólida y el anticuerpo 

marcado con la enzima, es inhibida por el anti•eno libre de la 

muestra. La diferencia.de la degradación entre las pruebas con 

el conjugado de referencia solo y con el conju•ado m4s la 

muestra ensayada es proporcional a la cantidad de antigeno de 

la misma (Fi•· 7). 
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1. llDSORBER llNTIGENO 11 SUPERFICIE 

LllVAR 
2• AÑADIR ANTICUERPO MARCADO cor-: 2b A°'1ADIR ANTICUERPO 

MARCADO CON El'o;ZIMA ENZIM~ . .,. ANTICUERPO DESCONOCIDO 

Fig, 6 

LAVAR LAVAR 

l l 
Ja ~ÑADIR SUSTRATO ENZIMATiCO 

HIDkÓLISIS DEL SUSTRATO a IANTICUERPOI M.~RCADO 

DIFERENClll ENTRE Ja v Jb • !ANTICUERPO! "OESCOlllOCIDO" 

Método competitivo de ELISA en micro placas para la 

detección Y determinación de anticuerpos (36). 
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'-n ~ol\ fit'tr.tc1d< 10n Ol"I \uJll•IO t• m1,.1tr• con11ent! •nliJll'nD 

Método de inhibición de BLISA en .mioroplaoa.para 

análisis de antiaeno (36), 
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KBTODO DB SAllDVICH. 

Este sistema emplea ·dos antiouerpos, uno 

sólida y otro que va maroado por la enziaa. 

unido a la tase 

Bl anticuerpo en 

tase sólida reaooiona oon el anti•eno y despu6e de un lavado; 

se adiciona el anticuerpo marcado con la enzima. La aotividad 

enzim,tioa en la rase sólida es directaaente proporcional a la 

conoentraoión del antigeno. Se emplea para la cuantificación 

de marcadores tumorales como la alfafeto proteina y para otros 

antígenos tales oomo proteínas (Fig. B). 

MITODO IIDIRBCTO. 

Bl m6todo indirecto e• ampliamente utilizado para la 

determinaoión de anticuerpo, ya que se necesita sólo uno• 

pooos conjugados (ej. antilflobulinas humanan .marcadas oon 

enzimas) para analizar anticuerpos de una variedad de enterme­

dades. 

Este procedimiento emplea antígeno inmovilizado el cual 

reacciona oon el anticuerpo de la muestra, adicionando despu6s 

el anticuerpo maroado con enzima que es espeoifioo para la 

inmunoglobulina a ser determinada (Fig. 9). 
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1 ANTICUERPO •DSORBIOO A PLAC• 

LAVAR. 

' AÑADIR ANTIClNO lN lSTUDIO 

LAVAR 

A;,ADIR AMICL•ERPU ESPlClflCO 
MARCADO CON lNZIMA 

LAVAR 

• ,.,;.,DIR >USTR•TCJ l"ZIMl\TICll 

Ll . 

l r-· 
LLJ 

.... ~ .............. -. . . . .. . .• .,.. .. , .• a; 
~ 

CA"' TIOACJ HIOROLISIS • CANTIDAD A~TICf NO PRE~!" TE 

Fig, 8 Método de SANDWICH de doble anticuerpo en nioroplaoas 

para la deteooi6n. y deterainaoión de antiaeno (38). 
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l. ANTÍCENO ADSORBIDO A LA PLACA 

. LÁVAR 

2. AÑADIR SUERO. 
ANTICUERPO ESPECIFICO 
SE UNl A ANTÍCENO 

·LAVAR 

3. AÑADIR ANTICLOBULINA 
M.~RCADA CON ENZIMA 
QUE St UNE AL ANTICUERPO 

LAVAR 

4. AÑADIR SUSTRATO 

CANTIDAD HIOROLIZAOA • 
CANTIDAD DE ANTICUERPO PRESENTE 

lJ 
w 

Fig, e Método indirecto en microplacas para detección y 

determinación de anticuerpo (36). 
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III. F U H · D A H B H T A C I O 11. 

El objeto de la produooión animal en el Bioterio, debe ser 

el producir animales los ouales demuestren respuestas estanda­

res a la manipulaoión· experimental. Esto siilnifioa que la va­

riabilidad debe de mantenerse mínima y oonseouentemente que 

los experimentos puedan producir resultados significativos. 

Tales animales se les oonooe cono animales definidos; 6stos 

deben ser criados bajo condioiones estandares, libres de 

enfermedades y en el caso de especies comunes de laboratorio 

deberán estar bien caracterizados aen6tica y nicrobiologioa­

nen te (1). Existen cepas de ratones pelones y atímioos nu/nu 

derivados de Balb/c y de CDl, éstos animales han sido una 

herramienta excelente para estudiar: rechazo de injertos así 

cono respuesta inmune antitumoral, de heoho es en estos anima­

les donde se descubrieron unas células, no T, no B que tenían 

actividad antitumoral y que se les denominó linfocitos asesi­

nos naturales (células NK) (12). En el Bioterio de la Facultad 

de Estudios Superiores Zaragoza , surge espontáneamente una 

cepa de ratones pelones, atímioos derivada de la oepa CDl, 

llamó la atención por su resistencia a las condiciones estan­

dares del Bioterio y ·en un estudio realizado se comprobó que 

no era el ratón atímico desnudo CDl nu/nu, ya que la nueva 

oepa, se comprobó que era hipotimica, se le llamó CDl et/et 

( 10). 



Sabemos que la respuesta inmune especifica, se encuentra 

mediada por dos tipos de o6lulas. Loa linfocitos 8, que se 

aeneran en m6dula ósea e hi¡ado fetal y que son las o6lulas 

precursoras de las o6lulas productoras de anticuerpo y que en 

las aves se adiestran en la bursa de Fabrioio, mientras que en 

loa mamiferos, en dónde no existe tal estructura, salen de 

m6dula ósea con marcadores de linfocitos B. Cuando se sinteti­

zan las cadenas funcionales H y L, se expresa la inmuno¡lobu­

lina en la superficie celular. Eat4s c6lulas que expresan 

inmuno¡lobulina se denominan c6lulas B vir¡enes porque poseen 

inmuno¡lobulina funcional sobre la membrana; pero aún no 

inte'ractuan con el antiseno. Bn 6ste estadio las c6lulas B 

miaran desde la médula ósea hacia la sanare y tejido linfoide 

perU6rioo. 

Desde la interacción del anti¡eno con la inmuno¡lobulina 

de superficie, las c6lulas B se activan y finalmente se trans­

forman en células plasm4tioas, responsables de la producción 

de arandes cantidades de inmuno¡lobulinas que son secretadas. 

Alaunas o6lulas B viven durante aftos y se denominan o6lulas de 

memoria, 6stas células son las responsables de las respuestas 

de memoria r'pida que se observan lueao de reexposioión a 

anti¡enos reoonocidos previamente por el sistema inmunitario 

(12). 



Por otro lado tenemos a los linfooitos T que se producen 

en timo y en 1116dula ósea y mediante un fenómeno llamado "ho­

mina" se diri•en al timo, en dónde se adiestran, aprendiendo a 

oonocer lo propio de lo extrafto, y es en timo donde se adquie­

ren una serie de receptores que nos reflejan, en cierta medida 

el arado de maduración y el tipo de c6lula (15). 

La maduración de las c6lula11 T en el timo se aoompafta de 

una serie compleja de cambios en su aenotipo y fenotipo. Bl 

timocito de reconocimiento m4s temprano es la célula pro-T, se 

puede identificar mediante la expresión de ciertos antígenos 

de la superficie celular (CD2, CD?) y mediante la presencia 

del marcador CD3 en el oitoplasma. Las c6lulas pro-T se dife­

renoian en o6lulae pre-T. 

Los linfooitos que expresan CD3/TCR alfa/beta en su super­

ficie y reaccionan con antíaenos propios, por lo aeneral se 

eliminan de. la población por un proceso aún desconocido. Otros 

timooitos que poseen CD3/TCR- alfa/beta, se educan para reco­

nocer péptidos antia6nicos solo cuando est4n asociados con 

proteínas propias HHC, mediante un proceso aún no conocido del 

todo. La mayoría de linfocitos mueren en éste proceso de 

selección dentro del timo, solamente una minoría se diferencia 

en forma exitosa en linfocitos T maduros y miaran a los 6r11a­

nos linfoides perif6rioos y la sanare. Bn la sanare perif6rioa 
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cerca del 70% de los linfocitos son linfocitos T (15). 

moléculas 

de la 

diferentes 

diferenciación 

del complejo CD3/TCR 

tí11ioa de linfocitos 

est4n 

T y 

Otras 

encariradas 

ta11bi6n son marcadores 

ción. Las c.Slulas pro-T 

para identificar estadios de 11adura­

expresan CD2 y CD/1 en la superficie 

c.Slular, éstos timocitos inmaduros carecen de CD3, CD4 y CDB. 

Al madurar la 11ayoria de los linfocitos pro-T y pre-T inician 

la expresión de marcadores CDl, CD4 y CDB, por lo ireneral 

dentro de la corteza ti11ica. 

'·cierta proporción de las células relativamente inmaduras 

CD4+ Coa- pierden la expresión del CD4 o del CDB para trans­

formarse en CD4+ e- o CD4- e• , se incrementa la cantidad de 

CD3/TCR sobre la superficie oélular y se pierde la molécula 

CDl. Batos linfocitos náa maduros se les encuentra de nanera 

predominante en la corteza. Las o.Slulas T que poseen TCR 

alfa/beta son el tipo predominante de o.Slulas T en el tino y 

aanl(lios linfáticos después de nacer y constituyen casi todos 

los linfocitos CD3 y células T maduras periféricas. Los linfo­

citos T maduros se pueden subdividir en base a las expresiones 

de antígenos CD4 o CDB sobre la superficie celular (12). 

Los linfocitos T realizan una serie de funciones en la 

respuesta innune: Son células efectoras v. irr. (linfocitos T 
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oitotoxioos CDB), presentan t!lllbién un eteoto reaulador. Los 

lintooitos supresores que comparten al iaual que, los oitoto­

xioos los receptores CDB, intervienen suprimiendo respuestas, 

por ejemplo ante antíaenos propios (36). Tenemos también a los 

linfocitos T cooperadores CD4, que producen una serie de 

citooinas con distintos efectos, v. ar. Interleuoina II que es 

un aaente mito1énioo para linfocitos T e interviene también 

cooperando con loe linfocitos B a los cuales induce a producir 

respuestas secundarias (17), 

Existen diferentes métodos para determinar los tipoa 

celulares de linfocitos T, con la idea de evaluar la respuesta 

celular. Una forma de hacerlo es mediante la detección de aus 

receptores por técnicas como las rosetas E (marcador de todos 

los linfocitos T). Se puede usar también rosetas EA, usando 

hemoliaina I1G, para determinar poblaciones de T supresores, o 

hemolisina I1H para determinar linfocitos T cooperadores (30). 

La determinación de las subpoblaoiones de linfocitos T, se 

puede realizar también determinando los receptores CD4 (marca­

doreil" de 1011 linfocitos T cooperadores/inductores) y los 

receptores CDB (marcadores de los linfocitos T citotoxicos/su­

presores), mediante microscopia de fluorescencia o bien usando 

citometria de flujo (31, 32). 

En anos recientes la oitometria de flujo ha sido de aran 
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utilidad en el dia¡nóstioo y pronóstioo de diferentes situa­

ciones olinicas, como es el trasplante de ór¡anos y m6dula 

ósea, el dia¡nóstico temprano de leucemias y linfomas, asi 

como la evaluación de pacientes oon inmunodeficiencias (32,-

36). El fundamento de la t6cnioa est' basada en las propieda­

des de las células individuales, reconocidas por seftales 

electrónicas, de tal manera que mediante la fluorocitometria 

de flujo se pueden distinguir diferentes tipos de o6lulaa, de 

acuerdo a su tamafto y sus ¡ranulaciones; pero adem's se pueden 

identificar las subpoblaciones oelulares si se marcan oon 

antiouerpos ·monoclonales fluorocromados, antereceptores de 

las o6lulas. Debido a que ésta t6onica es confiable, r'pida y 

f'oil de manejar un nOmero ¡rande de muestras, ha venido 

desplazando a la microscopia de inmunofluoresoenoia (31). 

Para medir la respuesta inmune humoral, se usan una serie 

de pruebas, que varían en cuanto a su sencillez de ejeouoión, 

su sensibilidad, su costo, etc. Asi tenemos a la preoipitaoi6n 

en capilar o en ¡el, que es f'cil de realizar; pero tiene una 

sensibilidad muy baja. Por otro lado tenemos t6onicas muy 

sensibles como el radioinmunoanalisie (RIA), la oual detecta 

cantidades de Pico¡ramos; pero tiene el inconveniente de usar 

un equipo caro, de emplear substancias radioactivas, que tiene 

¡eneralmente una vida corta (30). Otra técnica es el ensayo de 

enzima li¡ado a un inmunoabsorbente (BLISA), peraite deterai-
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nar la concentración de un antígeno o un anticuerpo mediante 

la fijación de uno de ellos a una fase sólida y el otro en 

solución, detectándose la formación del complejo antigeno­

anticuerpo, mediante una inmunoglobulina anti inmunoglobulina 

o anti antígeno unida a una enzima, posteriormente se le 

adiciona el substrato de la enzima y la transformación del 

substrato por la enzima es proporcional a la cantidad de antí­

geno o anticuerpo fijado. Existen varios tipos de ELISA: 

competitivo, inhibitorio, sandwich e indirecto (32, 36). Estas 

t6onioas son fáciles de realizar, no requiere equipo oostoeol 

son muy estables por largos periodos de tiempo y tiene una 

sensibilidad similar al RIA (36). 
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IV. PLOTJIAllIBITO DllL PROBLllKA. 

Dentro del campo de la investiaaoión, el uso de animales 

de laboratorio oomo mo~elos de trabajo jueaan un papel muy 

importante en la reproducibilidad de resultados. Es por ello 

que para poder ser utilizados se requiere que est6n bien 

caracterizados tanto aenética, microbioloaioa como inmunoloai­

camente, para tener una variabilidad minina (1). 

En un Bioterio 6stos son factores importantes debido a que 

de ahí es de donde se distribuyen animales a diversos centros 

edu~'ativoa con prtl.cticas experimentales, tal es el caso del 

Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaraaoza, que 

proporciona animales a las carreras de Medicina, QFB, Odonto­

loaia, Psiooloaia y Bioloaia, asi tambi6n para investiaaoión y 

el Posarado. 

El presente trabajo pretende caracterizar una nueva cepa 

de ratones hipotimioos, ain pelo llamados CDl et/et los ouales 

derivaron del CDl (10) y compararlos con la cepas proaenitoraa 

CDl y CDl et/+. La caracterización se realizar4 cuantificando 

poblaciones celulares oon marcadores CD4, CDB y CD3, por medio 

de la citometria de flujo, la cual es una técnica que estt 

sustituyendo a la microscopia de inmunofluorescencia (30, 32). 

Asi también se evaluartl. la respuesta inmune humoral primaria y 
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secundaria a un inmunó8eno timo dependiente, como es la 

mina a6rica bovina (BSA), por medio de la t6cnica de 

albll­

BLISA 

(32). Otro parimetro que es importante tomar en cuenta es el 

sexo, ya que las hormonas son un determinante de inmunidad no 

específica v. 8r. sabemos que los estró8enos son inmunopoten­

oiadores mientras que los andró8enos son inmunosupresores 

(39,40). 

Debido a que la respuesta inmune mediada por linfocitos T 

jue8a un papel primordial tanto en la amplificación de la 

inmunidad celular T, como en la producción de anticuerpos, 

entre otras .actividades, consideramos que es importante la 

ouantiticaoión de los marcadores de linfocitos T (CD4, CD8 y 

CD3) así cono la evaluación del tipo de respuesta primaria y 

secundaria a antí8enos timo dependientes, ya que en el ratón 

CD1 et/et no ha sido caracterizado y parece ser un excelente 

modelo, debido a su hipotimia, para estudiar enfermedades 

parasitarias como es la enfermedad de Ch&8as (41). 
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V. H I PO T K S I S. 

Esperamos que debido 

et/et, los linfocitos T 

a la hipotimia de los ratones cor 
totales, asi oomo las subpoblaoiones 

se encuentren alteradas. Con lo que respecta a la respuesta 

inmune medida por anticuerpos, ante un antiaeno timo depen­

diente, como es la albdmina sérica bovina, esperamos una res­

puesta deficiente. 
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VI. O B J B T IV O S. 

Evaluar las poblaciones de lintooitos T, mediante marcado­

res de superficie CD4 (oooperadores/induotores), CDS (citoto­

xicos/supresores) y CD3 lintooitos T totales, usando el fluo­

rocitometro. 

Hedir el titulo de anticuerpos especificas, de clase I•H 

(respuesta primarta) y de clase ItG (respuesta secundaria) 

ante un anti•eno timo dependiente (alb~mina s6rioa bovina), 

mediante la t6onica de BLISA. 
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VII. R B A C T I V O S. 

tla.tül.l!I. 

Carbonato de sodio (Na2C03) 

Bicarbonato de sodio (NaHC03) 

Cloruro de sodio (NaCL) 

Fosrato de potasio monob6sioo (KHaPO,) 

Fosrato de sodio dib6sioo 

dodeoahidratado (NaaHP0,.12 HaO) 

Cloruro de potasio (KCL) 

Aoido oitrioo (CsHe07. HaO) 

Peróxido de hidró¡¡eno (HaOa) 

Aoido aul!úrioo (HaSO,) 

Albúmina de huevo 

Albúmina s6rioa bovina 

TWEEN 

Ortofenilendiamina 

Anti-House I¡¡H 

Peroxidase oonju¡¡ate 

anti-House I¡¡G 

Peroxidase oonju11ate 

Ortho-mune Lysinll Rea¡¡ent 
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J.T. Baker 
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Hab House C03-fluoresoein 

Hab to Mouse C04-R-PE 

Anti House Lyt-2-FITC 
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YIJI. 11 A T • R I A L. 

MATIBJAJ, ISfBCIPICACIQI 

- Tubos de ensaye de 13X100. 

- Vasos d• preoipitado de 50, 100 y 250 al. 

Probetas 1raduadas de 25 y 50 al. 

- Matraces atorados de 50, 100 v 2000 al. 

- Pipeta• 1raduadas de 1, 2, 5, y 10 al. 

- Pipetas. Pasteur. 

- Pipetas semiautom4ticas de 200-1000 ul. 

- Pipeta seaiautom4tica de 20-100 ul. 

- Puntas para pipeta. 

- Placas de poliestireno. 

- Tubos vacutainer;de 13X100 con BDTA. 
I 

- Tubos d• pl,stioo de 13X100. 

- Gradilla. 

Equipo de disección. 

- Pipeta• 9emiautoa4t1oaa de 25 y 250 ul. 

IUUIPO. 

- Balanza 1ranataria. 

- Balanza analitioa. 

- Centritu1a. 

- Vortex. 

58 

Pryex 

BRAND 

BRAND 

Costar 

Beoton Dicklnaon 

OHAUS 

llettler H80 

SOL-BAT 

Scientitic Indua 



- Placa de a•1tao16n. 

- Lector de !LISA. 

- Fluorooit6aetro. 

NATIRIAL BIOLOGICO. 

- Ratones machos y hembras. 
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IJ:. K 1 T O D O L O G I A. 

IIKUIIZACIOK DI RATOllS PARA LA IVALUACIOI DI LA RKSPUBSTA 

PRIMARIA. 

Se trabajaron con lotea de 10 ratones de las cepas CDl 

11aohos, CDl hembras, et/+ hembras, et/et nachos y et/et hem­

bras. 

- Cada uno de los ratones de las distintas cepas fueron inocu-

lados por via subcut4nsa con 514•/0.l nl de BSA. 

- Despu6s de 8 dias se san•raron los ratones, inoub4ndose la 

sanare a 37°C durante 30 minutos para separar los sueros, 

los cuales fueron colocados en viales y mantenidos en con•e-

laoi6n. 

I•NUIIZACIOI DB RATOKBS PARA LA BVALUACIOI DB LA RISPUBSTA 

SBCUKDARIA. 

Se trabajaron con lotes de 10 ratones cada una de las 

cepas COl nachos, CDl hembras, et/+ nachos, et/+ hembras, 

et/et machos y et/et hembras. 

- Cada uno de los ratones fueron inoculados por via subcutanea 

con 5f'lf/0.1 ml de BSA. 

- Despu6s de 8 di as se les puso un refuerzo de BSA ( 5 /"' lf/0. 1 

111). 

- A loa 15 dias se sanararon a los ratones, inoub4ndose la 
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sanare a 37°C durante 30 minutos; se centrifuaó para separar 

los sueros ooloo,ndolos en viales y mantenidos en conaela-

ción. 

'DITBRllIIACIOI DB AITICUBRPOS DB TIPO I8K POR LA TICKICA DB 

ILISA. 

- Se preparó una solución de BSA en buffer de carbonatos-

bicarbonatos con una concentración de Bfla/ml. 

- En cada uno de los pozos de la plaoa de poliestireno se 

peaaron 100 microlitros de la solución de BSA excepto en la 

fila H donde solo se puso PBS. 

- La plaoa se dejó reposar durante 18 horas a 4 C. 

- Se tiró el sobrenadante de la placa y se bloqueó con 300 /4 l 
de albúmina de huevo al 1% en PBS con leohe al 5%, incub,n-

dose durante 30 minutos a 37°C. 

- Se tiró el sobrenadante de las placas, lav4ndose 4 veoes oon 

PBS-TWEEN dejando actuar l minuto la solución de lavado 

antes de tirar el sobrenadante. 

- Se preparó una dilución 1:10 de cada uno de los sueros 

problema. 

- Se aareaaron 100 /'" 1 de oada suero problema y se inoubarón 

durante hora a 37°C, se tiró el sobrenadante y se lavó 4 

veoes oon PBS-TWEEN, dejando actuar 1 minuto la solución de 

lavado antes de tirar el sobrenadante y lavando 4 veoes oomo 

se realizó anteriormente. 
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- Se pusieron 100 /"'l del substrato y se incubó a 37ºC durante 

15 minutos, se paró la reacción con 50Jl-l de HaSO, a 2.5 N. 

- Se leyó la densidad óptica a 492 nm. 

DBTBRJIIRACIOM DB AllTICUBRPOS DB TIPO I,O POR LA TBC•ICA 08 

BLISA. 

- Se siguió el mismo procedimiento que para IgH, sólo que 

ahora se le puso el conjugado anti-IgG . 

• 
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FLUOROCITONBTRIA DB FLUJO. 

- Se utilizaron lotes de 10 ratones CDl machos, CDl hembras, 

et/+ machos, et/+ hembras, et/et machos y et/et hembras. 

- Se sangraron los ratones obteniendo aproximadamente 1 ml de 

cada uno mezclándolo con EDTA. 

- Se utilizaron 4 tubos para cada muestra de sangre rotulando 

loe de la siguiente forma: 

absoluto 

CD3 

CD4 

CDB 

- Bstos tubos se colocaron en un bafto de hielo. 

- Se adicionaron 4 f" l del anticuerpo anti CD3, anti CD4 y anti 

CDB en los tubos correspondientes. 

- Se adicionaron SOf"l de sangre en cada uno de los tubos para 

cada muestra y se agitaron. 

- Se incubó 30 minutos en bafto frio a 4•c con agitación cada 

10 minutos. 

- Se agregaron 2 ml de lisante y se incubaron durante 10 minu­

tos a temperatura ambiente. 

- Se centrifugó a 1500 rpm durante 10 minutos. 

- Se desechó el sobrenadante con una bomba de vaoio. 

- Se resuspendió en 1 ml de PBS el precipitado. 

- Se leyó el porcentaje de cada subpoblaoión en el fluorooit6-

metro. 
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X. R B S U L T A D O S. 

Forma de reporte del equipo Ortho Cytoron Absoluta. 

FW-SC 
250 ~~~~~~~~~ Total cella: 4,106 cells/ul 

¡ells/ul 

200 

150 .,.: 

IDO 

50 

o o 5 

Gated Cells: 2,972 
Gated/Total: 72.4 

Hode ch 

RT-SC 18.2 
rw-sc 107.0 

T4/T8 Ratfo: 4 ~ 20. 

0150 2 02 o 
RT-SC . -· 

SD CV(t) 

5.2 28.6 
11.0 10.3 

--------------------------------------------------------------------
Items [XJ/[YJ 

~~;::: ___ : _____ :tt_~m¡e~1L!L ___________ _ 
/OKT4A 34~9c.'; .. ·:'·'·;; 1'1 096.: ·25 ·- 35 

--------------------------------------------------------------------Lyt-2 / 8,3 ·. 207 50 - 90 

----------------------------------------------------------~---------OKT3 / 51.1 1,520 10 - 80 
--------------------------------------------------------------------
COMMENT: 

Absoluta CQUQt dependa on colibration prcx;wture 
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Forna en que se oomportan los Fluorooromoa. 
------------h -·· . --·--·. --·--·--- ·--·---------------· 
ABSOLUTE Protocol1 ABSOLUTE/ABSOLUTE 

10• 

10• 

10• .;,:¡., 

10'~10~,,......-+.a~,~~,~o~,~~1~0"'"'• 

-,-REa-:~---,-REa-~~---, 
h?~º, o.oº, 

---------------------
! 

REG -- 1 REG +- 1 2,193 o 
68.3 ' o.o ' ---------------------ABSOLUTE: O. O t 

ABSOLUTE1 31.7 t 
O cells/ul 

1,020 cells/ul 

-----------~~~~~~:~ _______ ..; ___ ;_ _________ ..:. ____ . ___ ..;.;"';; ____ _. _________ _ 
Counts Protocol : /OKT4A 

1500 

1200 

000 

600 

300 

0 100 o• 1o; 10 J 

OKT4A 

Reg Positiva%' Count so cv 

+ 
'65.l 2,040·. 1317 18.7 136. 
. 34.9 · 1 1 096.- Hl.4 9.5 6. 

--------------~--------------------------~~------------~-----------Counts 
so~-'-~-..,.--~~~~ 

4.0 

30 

20 

10 

0 1 10ª IQl 
Lyt-2 

Protocol: Lyt-2' 'I .. 

Reg Posi ti~e% 'c~un( Mode -

+ 
91.7 -.2;294 26.5 
0.J · .201. 156.9 

so 
23.8 
11.0 

cv 

c~~~t;----------------------;;~t~~~i;-oKT;----¡--------------------
so 

4.0 

30 

20 

10 

Reg. Positiva% count. 

+ 
48.9 
51.1 

1,452: ·11,0 
1,520' 180.0 

so cv 
18.3 107. 
29.D · 16. 



VALORES DE FLUOROCITOMETRIA DE FLUJO, 

CEPA CD1 HEMBRAS. 
total da T4/T8 OKT4 OKT8 OKT3 
c•lulas. 

1.- 11. 555 2.61 18.8 7.2 24.2 

2.- 5.256 1.59 10.5 6.6 21.7 

3.- 9 .316 3.13 25.1 e.o 34.6 

4.- 5.165 2.50 15.3 6.1 18.2 

5.- 3.346 2.27 35.1 15.4 52.1 

6.- 4.106 4.20 34.9 e.3 51.1 

7.- 3.891 3.36 16 .a 5,0 21.e 
e.- 4.386 2.19 9,0 4.1 12.2 

9.- 3.335 2.77 16.4 5.9 23.7 

10. 7.303 2,90 9.6 3.3 11.e -
Tabla 1. 

CEPA C01 MACHOS. 
Total de 

oalulas T4/T6 OKT4 OKT8 OKT3 

11.- 2.947 3.13 20.7 6.6 31.3 

12.- 3.927 1.91 18.6 9,7 27.4 

13.- 7.542 1.62 11.2 6.9 21.7 

14.- 3.724 2.04 4.7 2.3 6.0 

15.- 4.604 3.19 9.9 3.1 13.1 

16.- 6.793 1. 7 6.7 5.1 9.9 

17.- 4.696 .1.84 7.2 3.9 10.8 

1e.- 5.717 2.85 7,7 2.7 10.3 

19.- 7 .976 2.5 e.o 3.2 11.9 

20.- 4.06 2.59 10 .9 4.2 16.8 
Tabla 2. 
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CEPA etl+ HEMBRAS. 
Total de 

c•lula• T41T8 

21.- 2.735 

22.- 3,088 

23.- 3.027 

24.- 3.325 

25.- 2.325 

26.- 6.135 

27.- 4.426 

28.- 5.931 

"" - 5,4n7 

30.- 5.654 
Tabla 3, 

CEPA etl+ HACHOS 
Total de 
c•l uh.s 

31.- 7,008 

32.- 5.003 

33.- 6 ,631 

34.- 4.455 

35.- 8,030 

36 .- 6.144 

37.- 7,303 

38.- 7 .655 

39.- 7.492 

40.- 6 .611 
al>la 4. 

2.39 

1.46 

2.87 

1.88 

2.19 

1.89 

1.45 

1.12 

t .56 

2.09 

T4/T8 

2.52 

1.88 

1.48 

3.17 

0.69 

1. 76 

3.42 

1.43 

2.87 

1.42 

85 

OKT4 OKT8 OKT3 

23.9 10.0 30.6 

10.4 7.1 15.2 

15.5 5.4 26.4 

16.8 8.9 34.3 

21.9 10.0 35.4 

10.4 5.5 17 .9 

12 .1 8.3 25.6 

19.0 16.9 42.9 

12 ... 7.9 19.7 

17 .2 8.2 27.0 

OKT4 OKT8 OKT3 

9 .1 3.6 18.1 

15.1 e.o 27.6 

16.6 11.2 17 .5 

17.6 5.6 31.8 

10.9 15.7 29 .1 

9.8 5.5 12.1 

12.0 3.5 25.0 

13.1 1 9 .1 35.9 

22.1 7.7 30.7 

13,4 9.4 23.7 



CEPA et/et HEMBRAS. 
Total de 

,., 111 -- .,. .. ,TA ,,., .... nVTA n11.,. .. 

41.- 3.672 1.29 8.7 6.7 35.8 

42.- 2.372 0.97 21.9 22.4 49.9 

43.- 3.470 1.90 21.2 11.1 39.0 

44.- 5.542 1.85 22.5 12.1 44.7 

45.- 6.683 1.62 23.6 14.3 51.1 

46.- 11. o 12 2.63 24.5 9.3 45.7 

47 .- 6.699 1.57 22.2 14.1 48.1 

48.- 9.682 3.42 14.4 4.2 31.2 

49 .- 7 .902 1.01 14 .1 13.9 34.3 

so.- 5.579 3.58 23.3 6.5 ss.8 
Tabla 5. 

CEPA et/et MA~HOS. 
Total de 

c•lulaa T4/T8 OKT4 OKT8 OKT3 

51.- 7.448 2.45 10.3 4.2 26.3 

52.- 7.902 1.48 13.4 9.0 40.1 

53.- 10.404 0.79 7.1 8.9 25.3 

54.- 3.222 3.37 46 .3 13.7 62.2 

55.- 7.786 3.75 18.4 4,9 37.8 

515.- 8, 159 1.73 11.8 6,8 32.7 

57.- 4.53 2.34 22.0 9.4 42.3 

58.- 8.025 2.06 12.6 6.1 26.2 

59.- 5.359 3,67 20.2 5.5 42.9 

60.- 6,795 1.42 14. 1 9.9 33.3 
abla 6, 
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TECNICA DE ELISA. 
ANTICUERPOS DE TIPO lgG anti BSA. 

CDl CDi et/+ et/+ 

1.- .732 .743 .756 

2.- .736 ,664 .759 

3.- - - .763 

4,- .770 ,730 ,631 

5.- .707 .763 .756 

6.- .743 .763 .775 

1.- .747 .743 .759 

8.- .756 ,656 .759 

9.- .700 • 756 .754 

10. - .759 -
Tabla 7. 

TECNICA DE ELISA. 
ANTICUERPOS IgM anti BSA. 

CD! CD1 et/+ 

1.- .496 .632 -
2.- .425 .136 -
3.- .224 .343 -
4,- .361 .672 -
5.- .622 .215 -
6.- .231 .222 -
7.- .202 .145 -
6.- .130 .104 -
9.- .161 ,064 -
10.- .186 - -
aDla e. 
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.406 

.763 

.759 

.754 

.420 

,743 

.770 

-
-
-

et/+ 

.403 

.200 

.117 

.140 

.564 

,059 

.368 

.071 

.149 

.104 

et/et et/et 

.754 .759 

.754 .600 

.763 ,651 

.766 .745 

.766 .675 

,759 .750 

.759 ,569 

.743 .683 

- .752 

- .736 

et/et et/et 

.165 .245 

.168 .407 

.193 .136 

.109 .461 

.291 .123 

.299 .233 

.240 .216 

.368 .635 

.207 .431 

.166 ,437 



MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDARES DE IgM e IgG. 

so 

CD1 hembra• .736 .023 

CD1 macho• .735 .046 

et/+ hembras .745 .043 

et/+ naaoho• .659 .169 

et/et hembra• .760 .011 

et/et machos .691 .065 
ab!a 9. 

CITOHETRIA DE FLUJO, 
MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDARES. 

T4/T6 OKT4 
X SO X SO 

CD1 2.75 0.715 19 .15 9 .63 

CDl 2.33 o.591 10.76 5.07 

et/+ 1.69 o.516 15.96 4,7 

et/+ 2.06 o.666 13.99 4,0 

et/et 1.96 0.93 19 ,64 5.53 

et/et 2.35 1.01 17 .62 11.07 
al>la 10. 
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IgM 
MEDIAS 

.307 

.261 

.219 

-
.220 

.332 

OKT6 
X SO 

6.99 3.36 

4.77 2.33 

6.62 3,25 

7,93 3.71 

11.46 5.23 

7.69 2.66 

so 
.163 

.224 

,173 

-
,076 

.165 

OKT3 
X SO 

27.14 14.4 

16 .1 6.3 

26.1 9.03 

25.17 7,4 

43.56 6.11 

36 .91 11. 1 
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CD 

PLUOROCITOMBTRIA DB CBLULAS MURINAS 
CD4/CD8 

percotaje de aedl• 
J.5 

Jr 2.752 
2.5 Z.JJ 2.J ~ •AA 2."' 1•• r--

2 

1.5 

1 

t.5 

o 

- CD1 Ma•ra 

lf1lpOI 

li!ll CD1-M l'ED Cl>1 et/+ •e••• 

- CDI et/+ a1e•e - Cl>l et/et ...... 0 CDI et/et _ ... 

• ,. •• l. 
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.... ... 

FLUOROCITOMBTRIA DB CBLULAS MURINAS 
CD4 

porceataje de aedl• 
25 

19.N 
20 17.,2 

15 

10 

5 

o 

1rapo1 
- CDl •••r• El CDl .... E CDI et/+ llta•ra 

• CDI et/+ a.ch - CDI et/at llea•n 0 CDl et/et ••ll• 

''"'ªJ. 



... 
N 

FLUOROCITOMETRIA DE CBLUL.AS MURIN.AS 
CD8 

porceataJe de aedi• 
14 

- CDI •e••n 

- CDI et/+ ••h 

""'Cll ... 

11.41 

7.14 

1r•po1 

m!fa CDI •••e ffiE1 CDI et/+ H••ra 

- CDl .. /et •e••n 0 CDl et/et ••h 



RBSPUBSTA PRIMARIA A mA. 
I1M DETERMINADA POR ELISA. 

•edl• 
t.4~ 

t.35 
t.Jl7 

0.332 

0.3 

t.25 

0.2 

0.15 ... 1 
0.1 "" 

o.os 
o 

grupos 

- CDl .... ra - CDl asilo • CDl et/+ .... ra 
lim CDl 11t/11t lllla•ra CJ CDI 11t/11t a.ch 

1r•1ca 5. 
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XI. ABA L I S IS D B R B S U L T A D O S. 

Bn el antlisis estadístico por Kruskal Wallis que se 

aplico' a los resultados obtenidos por oitometría de flujo, se 

encontró una diferencia sianif ioativa entre las oepas de 

ratones estudiados COl, COl et/+ y COl et/et. Cono se observa 

en la artfioa nOmero 2 la cepa que difiere es la COl et/et en 

cuanto a que el porcentaje de linfocitos totales es mayor¡ en 

la aráfica nOmero 3 no se observa claramente quien es el arupo 

que difiere por lo que se realizó la prueba de U de Mann 

Whitney la cual nos indicó que la cepa diferente es la et/et. 

La subpoblación de lintooitos Ta es mayor en la cepa COl et/et 

cono observamos en la arática 4. 

En estudios realizados en los cuales se le han hecho 

diferenciales a estos ratones reportan una linfooitosis de 

aproximadamente el 80 % lo cual apoya a los resultados obteni­

dos. 

En los ratones hipotímicos, la deaeneración de su timo 

puede provocar que este no tenaa sus funciones normales, por 

lo oual se puede suponer que dentro del tino no halla una 

elininaoión adecuada de linfocitos, cono se llevo a cabo en el 

tino de los ratones normales, donde hay un proceso de selec­

ción dentro del timo en el cual la mayoria de los linfocitos 

se eliminan y solamente una ninoria se diferencie en linfoci-
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tos T maduros los cuales miaran a óraanos linfoides aecunda-

r ios y a sanare. 

Por otra parte se encontró diferencia entre machos Y 

hembras de las distintas cepas. Observandose que las hembras 

presentan un n6mero mayor de linfocitos T, como se ve en las 

ar,ticas 2, 3 y 4. En un estudio realizado por la Dra. Rosas 

se encontró que las hembras tienen un timo de mayor tamafto 

comparado con el de los machos, lo cual puede explicar la 

diferencia que se observa entre los sexos debido a la relación 

que hay entre el tamafto del timo y la capacidad para diferen­

ciar.se los linfocitos T (10). 

··-----i 
FW-SC 
250 .--~.,.-~~~~~ ....... 

200 

'150 

100 

50 
¡ 
1 o o 50 1ºº1 50 2 02 o 
l_ __ .. RT-SC 

Fia. 10 

78 

FW-SC 
250 .--~~~~~~~--. 

200 

•150 

100 

50 

o o 5 1001 50 2 02 o 
RT-SC 

Fia. 11 



En las figuras 10 y 11 se presentan oomo se distribuyen 

las poblaciones celulares del ratón CDl y CDl et/et respecti­

vamente oono se observa en la figura 10 la nube de c6lulas es 

m4s uniforme comparada con la figura 11 en donde se observa 

claramente la formación de dos nubes, una de las cuales se 

piensa que son c6lulas atipicas en forma y tamano. 

Como se observa en los resultados obtenidos por la técnica 

de ELISA en las tablas 7 y 8 y de acuerdo al diseno estadisti­

co podemos decir que las cepas de los ratones CDl et/et tienen 

una respuesta casi igual a la de los ratones CDl y CDl et/+. 

En la sinteais de.anticuerpos de tipo IgH la respuesta fue 

semejante aunque ya se ha reportado que el contenido total de 

inmunoglobulinas presentes en el suero de algunas oepas de 

ratones cono el nu/nu puede ser variable o puede ser compara-

ble a la de los ratones normales. Se ha encontrado que los 

niveles de I¡H se encuentran algunas veces por arriba de los 

valores normales. Esto se puede deber a que la elaboración del 

fragmento constante de la cadena_,.,lLes independiente del tino, 

del antigeno y que el mecanismo de desviación hacia la sínte­

sis de los fragmentos constantes de las otras inmuno¡lobulinas 

es antígeno dependiente. 

En el an4lisis de la respuesta secundaria no se encontró 
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diferencia sianif ioativa entre las distintas .cepas estudiadas 

ya que se observaron valores semejantes de anticuerpo• de tipo 

IaG. 

Considerando la hipotimia de los ratones y sabiendo que 

los linfocitos T reaulan la actividad de los linfocitos B para 

que se d6 luaar a una respuesta secundaria, espertbamos una 

respuesta baja y aún m4s sabiendo que el antiaeno que inyecta­

mos era timo dependiente pero observamos que la hipotiaia no 

los hace completamente incompetentes, porque puede haber una 

maduración de linfocitos T y estos activar a las o6lulas B, 

aunque tambi6n en estudios realizados se ha observado que la 

función de los linfocitos B es de un 971. 

Bstadisticamente encontramos que sólo hay diferencia entre 

los machos y las hembras de la cepa et/et, observando en la 

artfica 6 que las 

nachos, ya que se 

sistema inmune y el 

hembras dan una respuesta mayor que los 

ha encontrado una estrecha relación del 

reproductivo de loa mamíferos y tambi6n 

que las hormonas son un determinante de inmunidad no especifi­

ca en donde loa estróaenos son inmunopotenoiadores mientras 

que los andróaenos son inmunoaupresorea (39). 
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1i'1S '" ltlt :i~ Dl ll l\BUOllti\ 
DI. e o • e L u s I o • B s. 

SeaOn los resultados obtenidos y el an4lisis réalizado de 

estos se lleaan a las siauientes conclusiones: 

1.- La diferencia entre las cepas CDl, CDl et/+ y CDl et/et es 

sianificativa en cuanto a la cuantificación de sus reoep­

tores de superficie por citometria de flujo pero en cuanto 

a la evaluación de su respuesta primaria y seoundaria a 

BSA por la t6cnica de BLISA es similar. 

2.- Con respecto a los sexos, hay una diferencia sianifioativa 

entre estos, dando un porcentaje mayor las hembras en la 

evaluación de las subpoblaciones de linfocitos T y su 

respuesta primaria y seoundaria. 

3.- La cepa CDl et/et en la cuantificación de sus reoeptores 

de superficie es diferente a las oepas CDl y CDl et/+·, 

presentando un nOmero mayor de linfocitos T, y su respues­

ta humoral (respuesta primaria y secundaria) ante un anti-

aeno tino dependiente es parecida a las cepas de ratones 

anteriores con las que se compararon, por lo que se con-

oluye que su estado de hipotinia no los hace incompetentes 

completamente. 
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XIII. A • B J: O S. 

Preparación de reactivos para la t6onioa de ELISA. 

Anortiauador de reoubriniento. 

Carbonato-bicarbonato pff 9.63 

1.5911 de NaaCoa 

2.9311 de NaHCoa 

Disolver anbos reactivos con aaua bidestilada juntarlos y 

llevarlos a 1 litro de aaua bidestilada. 

Se puede alnacenar a 4ºC por no n's de 2 senanas. 

PBS-TlfEEN. 

e.oa de NaCl 

0.2. de KHaPO,. 

2.9. de Na2HPO, Iaff20. 

0.2g de KCl. 

0.5 al de TlfEEN 20. 

Disolver los reactivos con aaua bidestilada juntarlos y lle­

varlos a 1 litro de aaua bidestilada ajustando el pff a 7.4 y 

auardar a 4ºC. 

Sustrato de peroxidasa. 

Aoido cítrico 0.1 K (24.3nl). 

Na2HPO, 0.2K (25.7nl). 
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Bl sustrato se prepara antes de usarlo porque es sen•ible a la 

luz. 

Ortofenilendiaaina 40 .. disolverla en 100 al del aaorti«iuador 

del sustrato y adicionarle 40 aiorolitros de HsOa al 301. 
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