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I. INTRODUCCION.

Dentro de un laboratorio de investigacién biomédica el
ratén oconstituye un material biolégico esencial ya que por su
tamafio y bajo costo de mantencién, resulta ser un animal de
laboratorio ideal. Es por esto que dentro de un Bioterio estos
aninales deben estar bien caracterizados genética, microbiolé-
gioa e inmunolégicamente para que los trabajos de inves-
tigacién puedan ser reproducibles y den resultados con una

ninina variabilidad.

El sicuiehte trabajo pretende caracterizar una nueva cepa
de ratones hipotimicos, sin pelo 1llanados CDI et/et, surgidos
espontdneamente en el Bioterio de 1la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza y compararlos oon las cepas CD1l y CDlet/+,
Evaluando las poblaciones celulares de linfocitos T a través
de sus receptores de superficie (CD3, CD4 y CD8) por medio de
la citometria de flujo utilizando anticusrpos wmonoclonales
marcados con ficoeritrina e isotiocianato de fluoresceina vy
la respuesta de tipo humoral determinando anticuerpos de tipo
IgN para la respuesta primaria e IgG para la respuesta secun-
daria contra un inmunégeno timodependiente como es la albimina

sérica bovina (BSA) mediante la técnica de ELISA.



II. MARCO TEORICO.
~2.1. EL RATON DESNUDO.

El objeto de la prbduocién animal en el Bioterio, debe
ser el obtener animales los cuales présenten ‘respuestas
estédndares a la manipulacién experimental. Esto significa que
la variabilidad debe de mantenerse minima y consecuentemente
que los experimentos puedan producir resultados significati-
vos, tales animales se les c¢onoce como animales definidos;
éstos deben .de ser criados bajo condiciones estdndares libres
de enfermedades y en el caso de especies comunes de laborato-
rio deberdn estar bien caracterizados genética, microbioldgica

e inmunolégicamente (1).

Uno de 1los animales mds populares dentro del laboratorio
es el ratén, por su tamaffo pequeffo, facilidad de manejo, bajo
costo de mantenimiento y un alto grado de reproduccién. La
facilidad con que un gran nimero de ratones pueden ser mante-
nidos y las diferentes mutaciones que se han encontrado en el
ratén lo hacen un modelo animal favorito dentro del laborato-

rio,

El descubrimiento de ratones con mutaciones productoras de

inmunodeficiencias, su desarrollo y posterior utilizacién en



investigacién bionédica, representaron pasos fundamentales
para el progreso de 6reas como la inmnunologia, investigacién
en céncer, infectologia, miocrobiologia, parasitologfia y pato-

logia experimental entre otras 4reas médicas (1,2,3).

Bn 1888 el Dr. S.P. Flanagan reporté la existencia de un
ratén mutante con las siguientes caracteristicas: sin pelo,
baja fertilidad, inmunodeficiencia, tamaffo reducido, atimia vy
un periodo de vida breve con presentacién de un 100X de morta-
lidad a2 la edad de 25 semanas ¥ una marcada mortalidad infanf
til de hasta el 45% en las dos primeras semanas de vida,
demostré que el gen responsable de la mutacién de ausencia de

‘pelaje es un gen autosomal recesivo que el denominé nude

(desnudo) y cuyo si{mbolo genético ems nu (4).

En 1868 E.N. Pantelouris deseribié que los ratones homo-
cigéticos recesivos para el gen nu (nu/nu) carecen de timo,
mientras que los hermanos de camada homocigéticos dominantes
(+/+) y heterocigéticos (nu/+) presentan timo normal, Asimis-
mo, describié 1la presencia de una marcada leucopenia en los
ratones atimicos (815-3380 leucocitos/ul), mientras que herma-
nos fenotipicamente normales presentaron hasta cuatro veces
niveles més altos y otros con niveles intermedios, estos
dltinos fueron considerados como heterocigotos (nu/+) (5,6).

A partir del reporte de Pantelouris se inicié una ola de



investigaciones siendo los primeros usos experimentales:
rechazo de injertos asi como respuesta inmune antitumoral, de
hecho es en estos animales donde se descubrieron unas c¢élulas
no T, que' tenfan actividad antitumoral y se les denominé

1infocitos asesinos naturales (células NK) (7,8,8).

En el Bioterio de 1la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza surge esponténeamente una ocepa de ratones pelones
derivados de 1la cepa CD1; llamé la atencién por su resistencia
a las condiciones estédndares del bioterio, y de acuerdo a un
estudio realizado donde se pesd el timo, se comprobé que eran

hipotimicos, denominéndoseles CD1 et/et (10).

Las caracteristicas observadas en estos animales son las
siguientes: su desarrollo sexual es mayor de dos meses y
medio, su periodo de lactancia es de 35 dias y las orfas por
hembra son de 4 a 5 ratones, con un-25X% de mortalidad en estos

nisnos.



2.2, LA RESPURSTA INMUNE.

El término de inmunidad comprende todos los ‘mecanismos
fisiolégicos de los que estd dotado el organismo para recono-~
cer materiales ocomo propios o extrafios y neutralizarlos,

eliminarlos o metabolizarlos eventualmente (11).

El sistema inmune se halla ocompuesto por los drganos
linfoides primarios y‘seoundarios, por los linfocitos y célu-~
las del sistema . hph@nugieat fagooitico que se encuentran
circulando por el’fééféidéli organismo. En los drganos linfoi-
des primarios (nédﬁid‘é%ei' y timo) es donde se diferencian vy
maduran las Hifeienﬁe§ Hpob1aciones de linfocitos. En los
secundarios oonstituidés vpor acimulos de linfocitos maduros
entremezelados con células del sistema mononuclear fagocitico
(bazo, ganglios linfdticos y fejido linfoide distribuido a lo
largo del tubo digestivo y aparato respiratorio) es donde
entran en contacto los linfocitos con los antfigenos extraffos
presentados por células accesorias y donde se inicia por 1lo

tanto la respuesta inmune (12, 13).

La respuesta inmunitaria estd estruoturada por una secuen-~
cia compleja de eventos; se inicia con la presencia de un
estimulo (inmunégeno o antigenc) y por lo general culmina con
la eliminacién del agente que lo provoca. Hay dos niveles de

defensa contra la invasidén 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 egpecificos como son la
piel, enzimas, polinorfgnucleares. proteinas de fase aguda,
células NK e interferones. La inmunidad adaptativa se distin-
gue por una alta especificidad para el inmunégeno ofensor y
por su memoria. Los elementos principales son las células
presentadoras de antigeno (APC), linfocitos derivados del timo
(células T) y linfocitos derivados de la médula &sea (células
B) (13, 14).

ACTIVACION DE LA RESPUESTA INNUNE.

La respuesta inmunitaria adaptativa se inicia ocon 1la
presencia de un agente extraiflo que se escapa & la eliminacién
temprana por el sistema inmunitario innato. Un agente extrafio
dentro del organismo se denomina antigeno; éste tiene 1la
capacidad para reaccionar con los productos de la inmunidad
adaptativa, en particular los anticuerpos y no necesariamente
a su capacidad para inducir su formacién, contrariamente a los
innunégenos que son moléculas que inducen e incrementan una

respuesta inmunitaria.



RESPUESTA INMUNE CELULAR.

El destino de un inmunégenc que penetra las barreras
fisicas del sistema inmunitasrio innato, depende en parte de su
ruta de entrada; en general, un inmunégeno puede tener tres
rutas: si el inmunégeno entra al torrente sanguineo se lleva
hacia el bazo que se transforma en el sitio principal de

respuesta inmunitaria; si el innunégenoc permanece localizado

‘ en la piel se desarrolla una respuesta inflamatoria local que

viaja a través de los canales ‘linfdticos aferentes hacia los
ggnglios linféticos que drenan el drea afectada, 1o que a s5u
vez, sirve como el sitio principal de la respuesta inmunitaria
y finalmente, el inmunégeno puede entrar al sistema inmunita-
rio de las mucosas en el aparato respiratorio o digestivo,
ambos de los cuales tienen tejido linfoide (amigdalas y placas

de Peyer) para montar una respuesta inmunitaria.

Después de la entrada del inmunégenoc es capturado y proce-
sado por la APC vy la presentacidén en forma procesada de dicho
inmunégeno es acompafiado de la molécula complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase II, ya que s6lo asi es recono-
cido por un subgrupo de células T llamadas células T colabora-

doras (Tu).

Aunque no todas las oélulas somdticas expresan proteina



clase II aquellas que lo hacen incluyen macréfagos, linfocitos

B, linfocitos T activados y células presentadoras de antigeno.

Las oélulas B precursoras de 1las células que secretan
anticuerpos (células plasmdticas) también expresan dichas
moléculas clase II del MHC. El denominador comin entre las
células es la expresién de antigeno clase II y por lo tanto su

funcién ocomo APC., Estas océlulas fadocitan o pinocitan el

inmunégeno, que entonces es modificado en las vacuolas ~endoci~

ticas del oitoplasma Los fragmentos del in

este complejo es transportado hacia la
donde se hace accesible a la célulsa T Solo un nﬁmero 11m1tado
de 1los fragmentos peptidicos de un antigenq,,proteico son
capaces de asociarse con las noléch1a§ clage Il para formar un
complejo inmunogénico; tales péptidos se denominan epitopos

inmunogénicos (15).

Las células Ty son las que inician 1la respuesta inmuni-
taria ya que activan a las células efectoras principales de 1a
respuesta, es decir, las células citotéxicas (Tc) y las célu-
las B productoras de anticuerpo. La activacién de las eélula;
Tu requiere al menos dos seffales: la unién del receptor de la
célula T para el antigeno con el complejo antigeno-molécula

clase IT MHC, sobre 1las APC y la seiial que proviene de 1la

*



interleucina I (IL-L) que es una proteina soluble producida
por APC. Juntas las dos sefiales inducen la expresién de recep-
tores para otra linfocina, interleucina II (IL-2), asf como la
produccién de une baterfa de factores de crecimiento y dife-
renciacién celular (citocinas) que son importantes para acti-~
var las células B y los macréfagos. La IL-2 induce el creci-
miento de las células Ty que lo producen y células Tc que, de
ordiﬁatio. no-le “producen. Por lo tanto -la funcién principal

amplificar la respuesta iniciada por el contacto

extraﬁos o no

clpal

'tigenos

propios Las

. los receptotes d ',‘ ; ; con un complejo

de’ un- epitopo extraﬁo intetizado y MHC clase I sobre la

das por viru : nda seiial estd proporcio-

nada’ por .;por.la célula T activada, Esta
libetara entonces oitocinas

Fig 1 (12)

qqe'mgtan a la célula en diana




‘ ‘ Macréfago APC

Virus nmundgenc) {céluls procesadora def antigenc)

Metbcuia clase
ool MHC
. ©Mm¢olmmnq

Inmunoglobulina

Fig. 1 Esquema del sistema inmunitario adaptativo (12).



RESPUESTA INNURE HUMORAL.

La produccién de anticuerpos requiere la activacién de
linfocitos B y su diferenciacién en células plasméticas pro-
ductoras de anticuerpos. Mientras que las células Ty se acti-
van, las células B especificas se unen al inmunégeno a través
de sus receptores déndose enseguida la endocitosis del comple-
Jo antigeno-receptor, que parece proporcibnar la sefial de
activacién; sin embargo ésta es insuficiente para 1la aoti-
vacién total de 1las células B que requieren sefilales adiciona-
les de las células Tu. Estas . sefiales adicionales son citoci-
nas: la primera se denomina factor de crecimiento para la
célula B (BCGF) que junto con el antigeno estimula la prolife-
racién de las células B; y 1la segunda denominada factor de
diferenciacién de células B (BCDF), induce a éstas células B
activadas a diferenciarse hacia células plasméticas secretoras
de anticuerpo. Una fraccién de las célules B prolifera pero no
se diferencia hacia células plasmdticas, quizd debido a que no
reciben suficiente BCDF, tales células B forman un grupo de
fondo comin de células de mnmemoria, que pueden responder a

encuentros subsecuentes con el inmunégeno relevante (18).
Durante la proliferacién de 1las células B actuén también
otras interleucinas como son:

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

11



cién de anticuerpos y proliferacién en los 1linfocitos B norma-
les.

- Interleucina 4 se sinergiza con IL-2 para estioular el
crecimiento de células B, Aunque no es un factor de crecimien-
to para las océlulas B en descanso, 1la IL-4 induce incrementos
rédpidos en la expresién membranal de antigenos MNHC olaée Il y
receptores para Fc de IgE. La IL-4 induce produccién de IgG2b
e IgG3 por las células B estimuladas por LPS.

-~ Interleucina & tienen una actividad promotora en el incre-
mento de 1§s célﬁlas B (BCGF-II). Se ha visto que las IL-5
murina_reconﬂinante promueve el crecimiento de las células B
actfvadas y se combina con IL-2 para estimular la prolifera-
cién celular, promueve también la produccién de anticuerpo por
células B en particular IgA.

- Interleucina 8 como factor estimzlador de B es un agente de
diferenciacién o maduracién que promusve la capacidad de
células acﬁivadas de la linea B paru.sectetnr inmunoglobulinas

17).

12 -



2.3. BSTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

Los anticuerpos son inmunoglobulinas que pueden reaccionar
especificamente con el antigeno que estimulé su producciédn.
Las inmunoglobulinas comprenden alrededor del 20X de las
proteinas totales del suero Yy una proporcién variable de

inmunoglobulinas tienen actividad de anticuerpo.

Todas las inmunoglobulinas tienen patrones estructurales
similares, con una gran diversidad de propledades antigénicas
de secuencias de amino&cidos. Las moléculas-de inmunoglobuli-
nas estdn formades por cadenas polipeptidicas ligeras (peque-
flas) y pesa&as (grandes). Chdé .oadena de inmunoglobulina
consta de una porcién terminal amino- variable (v) y una por-
oién terminal carboxilo constante (¢), cada una de las cuales,
a su vez estd genéticamente determinada. Las cadenas ligeras y
pesadas se mantienen unidas mediante enlaces disulfuro (Fig.

2).

Las cadenas estdn plegadas en tres dimensiones con enlaces
disulfuro para formar dominios. Hay dominios variasbles y

constantes.

CADERAS LIGERAS (L). Bstas siempre son de dos tipos, kappa
(k) y lambda ( X ) con pesos moleculares de 25000; ambos tipos

13



ocurren en todas las clases de inmunoglobulinas pero cual-

quier molécula contiene s8lo un tipo de cadena L.

CADENAS PESADAS (H). Cada una de las cinco clases de
inmunoglobulinas tienen un conjunto antigénico de cadenas H
(isotipos), con pesos moleculares de 50000 a 70000. Los cinco
tipos de cadenas pesadas se denominan g en Igo,/f¢ en IgM, oc
en Iga, <{ en I&D y ﬁ en IgE. La porcién de cadena (H) que no
estd involucrada en el sitio de combinacién del anticuerpo
(fragnento Fc) porta los sitios para diferentes reacciones
efectoras, por ejemplo, fijacién a células fagocitarias,

desiraﬁulacién de las células cebadas y fijacién cutdnea.

Los fragmentos de inmunoglobulina provienen del tratamien-
to enzimdtico de la molécula de inmunoglobulina. El1 tratamien-
to de la molécula IgG 7S con papaina resulta en 1la produccidn
de 3 fragmentos; dos de estos son muy parecidos y tienen
capacidad blta ligarse a los antigenos, son de tipo univalente
ya que solo tienen un punto de unién sl ligando. Estos frag-
mentos reciben el nombre de Fab (fragmento de unién con el
antigeno), el tercero es el Cfragmento Fc el cual no porta
aoctividad de anticuerpo sino una gama de reacciones efectoras

y tiene la propiedad de ser cristalizable.
SITIO COMBINANTE. La actividad inmune de una molécula de

14
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anticuerpo se centra sobre su .cupncidad de enlazer especi-
ficamente antfigenos. El sitio de combinacién estd localizado
sobre el extremo del grupo amino terminal de la nolécula de
anticuerpo y esté conpuqsto de clertos segmentos hipervaria-
bles plegados dentro de las regiones modificables de ambas
cadenas L y H. La especificidad de los anticuerpos es una
funcién de la secuencia de los aminodcidos y de su configura-

cién tridimensional (18).
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INMUNOGLOBULINA G (IHG).

La IgG comprende aproximadamente 75% de inmunoglobulinas
en los sueros humanos normales. Cada molécula de IgG consta de
dos cadenas L ¥ dos cadenas H ligadas por 20-25 enlaces disul-
furo. Hay 4 subclases de IgG basadas en las diferencias anti-
génicas en las ocadenas H. Cada molécula de IgG tiene solo un
tipo de cadena L y un tipo de cadena H; las moléoculas de IgG
probablemente tienen la forma de Y con una bisagra cercana a
la mitad de la cadena pesada que une a los dos segmentos Fab

al segmento Fc (Fig. 2).

'DurAnte la respuesta secundaria, la IgG es la principal
inmunoglobulina sintetizada. Por su capacidad para cruzar la
placenta ofrece una linea defensiva primordial contra las
infecciones en las primeras semanas de la vida del recién
nacido; 1la regién Fc de las moléculas de IgG se unen a los
receptores especificos de las célulﬁs fagocitarias tales ocomo
los nacréfaaos y los leucocitos polimorfonucleares, aumentando
asi la eficiencia de las células fagociticas para que puedan
ingerir y destruir los microbios infectantes que han quedado
cubiertos con los anticuerpos IgG producidos como respuesta a
la infeccitn. Ademds de unirse a las células fagociticas,. la
regién Fo de IgG puede. unirse, activédndo, al primer componente
del sistema del complemento que en estas circunstancias desata

un ataque bioquimico que mata al microorganismo (18).

16



codena H

. \ P::;g::} sit.2s de porficidn
. P

v

Fig. 2 Representacién esquemsdtica de una molécula I1gG k(.12).
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IRMUNOGLOBULINA M (IgN).

La IgM . comprende alrededor del 10X de inmunoglobulinas en
el suero humano normal.: El mayor tamafic de las moléculas de
IgM es debido al eslabonamiento de 5 unidades (cada una simi-
lar a la unidad de IgG) mediante enlaces disulfuro cerca de la
regién de la bisagra; cada subunidad de IgM consiste en dos
cadenas L y dos cadenas H (Fig. 3). Ademés hay una cadena J
(peso molecular 15000) por cada diez cadenas L de moléculas
IgM. La cadena J es dcida y difiere en antigenicidad y compo-
sicidn'de aninoécidos de 1las otras c¢adenas. Es probable que
nyu&e a la polimerizacién y estabilizacién de 1las moléoulas de
IgH. Puesto que cada moléoula de IgM tiene diez segmentos Fab

que se pueden combinar hasta en diez sitios antigénicos.
Las moléculas de IgM son los anticuerpos que se sintetizan

primero en la respuesta al estimulo antigénico, fijan bien el

conplemento en presencia de antigeno.
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Fig. 3 Estructura pentamérica de la IgM humana (12).

18



2.4. RESPUESTA PRIMARIA Y SECUNDARIA.

La primera exposicién de un inmunégenc desencadsnard una
respuesta de anticuerpo relativamente débil y de vida corta
denominada respuesta prinaria, la cual se divide en diversas
fases. La fase de espera o latente es el tiempo que pasa entre
el ocontacto con el inmunégeno y la deteccién de anticuerpos
en la circulacién, que en promedio, dura una semana en huma-
nos. Durante este periodo tiene lugar 1la activacién de los
linfocitos T y B. La fase exponencial marca un rdpido incre-
mento en 1la cantidad de anticuerpos en ciroulacién. Después de
un intervalo el nivel de anticuerpos permanece relativamente
oohstunte debido & que estd ocurriendo sintesis y degradacién
s frecuencias casi iguales (fase del estado de eguilibrio), el
nivel de anticuerpo declina en forma gradual (fase de declina~

cién) al menguar la sintesis de nuevos anticuerpos.

Los siguientes encuentros con el mismo inmunégeno dan como
resultado la respuesta secundaria en donde estd acortado el
periodo de latencia y 1los niveles de anticuerpo alcanzan
rdpidamente un nivel de equilibrio mucho nds altoc permanecien-
do detectables en el suero durante periodos muchos mds largos
(Fig. 4). Las células T y B de memoria son generadas durante
la respuesta primeria y son responsables de una cinética mds

rdpida, de mayor intensidad y duracién en la respuesta secun-

20



daria; esto explica porque son tan eficaces las inyecciones de

refuerzo de las vacunas (Fig. 5).

En la respuesta primaria la olase de anticuerpos que se
detecta primero es de tipo IgH, en un lapso de una a dos
semanas, mientras que en la respuesta secundaria los eanticuer-

pos producidos son casi en su totalidad IgG (20, 21, 22).

Fig. 4 Fases de una respuesta de anticuerpos primaria des-

pués del contacto con el antigeno (20).
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Fig. 5 Respuestas de anticuerpos primaria y secundaria (20).
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2.5. MARCADORES DE SUPERFICIE.

Los linfocitos y otros leucocitos expresan un gran nimero
de diferentes moléculas en su superficie. Algunas de é&stas
noléculas aparecen en determinados estadfios de la diferencia-
cién o activacién celulares durante breves periodos de tiempo,
mientras que otras son caracteristicas de distintas lineas

celulares.

Las moléculas que pueden utilizarse para identifioar a las
poblaciones celulares reciben el nombre de mnarcadores, en
muchas de ellas ésta identifiocacidén se puede‘roaliznr mediante

anticuerpos monoclonales especificos.

En 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 CD1, CD2, etc. El
término CD (designacién de agrupamientos; cluster designation)
provino del andlisis computarizado de los anticuerpos monoclo-
nales contra los antigenos leucocitarios humanos 1llevado a
cabo por diferentes laboratorios de todo el mundo (Cuadro 1).
Los marcadores se pueden poner de manifiesto por medio de
anticuerpos fluoresceinados. En este caso, los marcadores de

superficie actian como antigenos (23, 24).
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Granulocitos, NK
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Linfocitos B

Linfocttos B, células dendriticas

Linfocitos B, :uulu dendriticas

Linfocitos B

B sctvada (IL4 R). céluls dendrftica

Linfocitos B, granulocites
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Células T, plasmiticas

Subpoblacién T

Subpoblacién T

Células activadas Ty B
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B

(22FcR) . .
Celulas micloides lnmldum (L\( A)
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|
F
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G eélulas dendri
{CRY)
Monocitos, pllqu:lu
C:luln B
ByT d

Célulu B, macrofagos
Células B, carcinomas
Plaquens

Plaquetas

T, granulecitos, hematies, cerebro
T, gnanulocitos, pre-B, cerebro
Pan leucocitano

badd 7 T'_ € )

Cuadro 1. Principales moléculas CD (25),



2.5. CARACTERISTICAS DE LOS LINFOCITOS T Y DE LOS LINFOCITOS B.

Dentro del sistema innune los linfocitos desehpeﬂan un
papel central aparte de otras células como son los fagocitos
mononucleares (monocitos y @wnacréfagos), los granulocitos

(neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos) y células NK.

Los .linfocitos se dividen en dos clases: linfocitos T ¥
linfocitos B. Los linfocitos B que se generan en médula ésea e
higado fetal y que son las células precursoras de las células
productoras de anticuerpo y que en las aves se adiestran en la
bursa de Fabricio, mientras que en 1los mamiferos en donde no
existe tal est;uctura, salen de médula OSsea con marcadores de
linfocitos B. Cuando se sintetizan las cadenas funcionales H y
L, se expresa la inmunoglobulina en la superficie celular.
Estas células expresan inmunoglobulina y se denominan células
B virgenes porque poseen inmunoglobulina funcional sobre la
membrana pero alin no interactuan con el antigeno. La clase
principal de inmunoglobulina de los 1linfocitos B es la Igh
presente en forma monomérica; también pueden estar sobre la
superficie 1la IgD, IgG, IRE e IgA. La mayoria de los linfooi-
tos B tienen un receptor para complejos antfgeno-anticuerpo o
inmunoglobulina agregada. Este receptor es especifico para uﬁ
sitio de la porcién Fc. Se ha demostrado en los linfocitos B

un receptor para el componente C3d para el complemento y el
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virus Epstein Barr (CD21-0B2). Las células B también manifies-
tan los antigenos clase II del MHC y el receptor para trans-
ferrina. Bn este estadio las células B migran desde la médula

6308 hacia la sangre y tejido linfoide periférico.

Se han descrito dos tipos generales de antigeno: antigeno
independientes de T y antigencs dependientes de T. Las células
B que se encuentran a los antigenos independientes de T son
capaces de proliferacién y secrecién de inmunoglobulina en
ausencia de qélulas Tu. En contraste la respuesta & antigenos
dependientes de T requiere la interaccién entre células By T

para la produccién subsecuente de inmunoglobulinas.

La maduracién de células T en el tino.le aconpafia de una
serie compleja de cambios en su genotipo y fenotipo. El timo-
cito de reconocimiento mds tenprnno{ la célula pro-T, se puede
identificar mediante expresién de ciertos antigenos de 1la
superficie celular (es decir, CD2 y CD7) y mediante la presen-
cia de la proteina 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 antigenos propios, por 1lo general se
eliminan de la poblacién por un proceso ain desconocido. Otros

timocitos que poseen CD3/TCR-alfa/beta, se “educan” para



reconocer péptidos antigénicos sélo cuando estdn asociados con
proteinas propias MHC, mediante un éraceso que ain no se ha
delineado. La mayorfa de los timocitos mueren en esfa proceso
de seleccién dentro del timo; s6lo una minoria se diferencia
en forma exitosa en linfooitos maduros T, y migran a los
érganos linfoides periféricos vy a 1la sangre. En la sangre

periférica, cerca del 70X de los linfocitos son células T.

Otras moléculas diferentes del complejo CD3/TCR, estén
encargadas de 1la diferenciacién timica de linfocitos T, Q
también se pueden utilizar comno marcadores para identificar
estadios de maduracién. Las células pro-T expresan CD2 y CD7
en la superficie celular, estos timocitos inmaduros carecen de
CD3, CD4 y CD8. Al madurar, la mayoria de los linfocitos pro-T
y pre-T inician la expresién de marcadores CD1, CD4 y CDB, por

lo general, dentro de la corteza timica.

Cierta proporcién de las oélulas relativamente inmaduras
CD4*8~ pierden la expresién del CD4 o el CD8 para transformar-
se en CD4%B~; sme incrementa la cantidad de CD3/TCR sobre la
superficie celular, y se pierde la molécula CD1, Estos 1linfi-
citos mds maduros se encuentran de manera predominante en la
corteza. Las células T que poseen TCR-alfa/beta, son del tipo
predoninante de las células T en el timo y ganglios linféticos

después de nacer, y constituyen casi todos los timocitos CD3 y
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células T naduras periféricas. Los  linfocitosa T maduros se
pueden subdividir con base‘ en las expresiones de aﬁtigenos:
linfocitos T cooperadores (CD4) o linfboito§ T citotéxicos/su-
presores (CD8) (286, 27).:

CELULAS T COOPERADORAS. Los 1linfooitos T tipo CD4 forman
el subgrupo denominado células colaboradoras tipo T, o colabo-
radoras/inductoras (Tu) debido a su capacidad para incrementar
respuestas de células B y amplificar las respuestas que las
eélulas T tipo CD8 llevan a cabo; bajo ciertas. circunstancias
también pueden mediar las citotoxicidad ¥y su presién inmunita-
riaf'Loé linfocitos T tipo CD4 por 1lo general reconocen anti-
genos peptidicos que estdn unidos a las glicoproteinas clase
II del MHC presentes en la superficie de una célula presenta-

dora de antigeno.

Después de la exposicién al éompleio péptido-MHC, las
células T tipo CD4 se activan y proliferan; producen una serie
de linfocinas, con distintos efectos como es 1la interleucina 2
(IL-2) que sirvenbcomo; faotor de crecimiento para la prolife-
racién policlonal independiente de antigeno de otras célﬁlae

T.

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

células By otras células T, aumenta la funcidn de los linfo-
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citos To e induce la expresién de receptores fc, para la IgE

sobre las células B y los monocitos.

Las células T tipo CD4 proveen factores reguladores que
incrementan las funciones mediadas por todo el sistems inmuni-
tario, Intervienen también cooperando con los linfocitos B a

los cuales induce a producir respuestas secundarias (28).

CELULAS T CITOTOXICAS/SUPRESORAS. Las oélulas T tipo CD8
medien la mayoria de las citotoxicidad especifica para el
antigeno, cespacidad para matar otras células que se toman como

ajenas, como por ejemplo, células infectadas por virus.

Las células T tipo CD8 reconocen los antigenos peptidicos
unidos a las moléculas clase I del MHC sobre la superficie del
blanco, Como consecuencia de la activacidén, las células T tipo
CD8, también 1liberan linfocinas (es decir interleucina 2,
interfgron gamma), que pueden incrementar 1las respuestas
inmunitarias por otros linfocitos T, B, Aparte de su funcién
citotéxica, las células T tipo CD8, pueden suprimir las res-
puestas inmunitarias, quizd por la liberacién de factores
solubles que interfieren con 1la funcién de otras océlulas

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 hacerloc es mediante 1la deteccién de sus
receptores por técnicas -como las roéetas E (marcador de todos
los linfocitos T). Se puede ussar también rosetas EA, usando
hemolisina IgG, para det;rninar poblaciones de T supresores; o
- hemolisina IgM para determinar linfocitos T cooperadores (30).
La determinacién de las subpoblaciones de 1linfocitos T se
puede realizar también determinando 1los receptores CD4 (marca-
dores de los 1linfocitos T cooperadores/inductores) y los
receptores CD8 (marcadores de los linfooitos T citotéxicos/su-
presor), mediante microscopia de fluorescencim o bien usande

1a Gitometrfa de flujo (31, 32).
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+2.7. CITONETRIA DE FLUJO.

La citometrfa de flujo es una técnica que permite medir
caracteristiocas celulares} tales como tamaffo, volumen, pH,
aotividad enzimdtica, contenido de  DNA. a través del maroaje
de particulas o células - con ,fluoiocromos. Evaluando estos
pardmetros en un sistema de" fluido en el cual las partioulas o
células fluyen y son interceép&daé por‘un rayo luminoso detec-
tdndose la fluqtescencia que‘.emiten. La - importancia de éste
método se ha caracterizado ‘por‘la rapidez y la cantidad de
pruebas gque se realizan asi también por su alto grado de
confiabilidad ¥y exactitud, utilizdndose cada vez méds en medi-
cina ¥ -~ en bidlogia. destacando las pruebas inmunolégicas como
por ejemplo la evaluacién de poblaciones celulares (linfooi-
tos, monocitos y granulocitos) que han tomado un lugar impor-
tante en el diagnéstico y pronéstico de diversas situaciones
clinicas, como es el trasplante de O6rganos y médula ésea, el
diagndéstico temprano de 1leucemias y linfomas ademds de la

evaluacién de pacientes con inmunodeficiencias (32).

Una medicién que puede hacer la citometria de flujo es la
evaluacién de las poblaciones y subpoblaciones de linfoecitos T
por medio de sus marcadores de superficie (CD3, CD4, CD8)
utilizando anticuerpos (mono y policlonales) u otras broteinas

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

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

El fluorocromo mnds. utilizado es 1la fluoresceina; las
ventajas que presenta son un alto coeficiente de extincidn, un
ndximo de absorcién cercano a las lineas de emisién de un
lagser de ion argén y su amplia disponibilidad de unirse a una
gran variedad de anticuerpos. Otro fluorocromo es la ficoeri-
trina (PE); estd puede ser excitada a 488 nm, y enitir luz
anaranjada la cual puede ser fécilmente distinguida de la

fluoresoencié verde de la fluoresceifna.

El fendémeno de la fluorescencia ocurre cuando un ocompuesto
absorbe luz de una determinada longitud 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 més baja energia y por
lo tanto de mayor longitud de onda que la luz de excitacién.
Estas dos longitudes de ondas pueden ser captadas y separadas
por filtros d6pticoa. La fluorescencia ha sido usada durante
muchos affos para visualizar ciertas estructuras a través del
microscopio. Tiene particularmente una amplia aplicacién en la
citometria de flujo vy Jjunto con la dispersién es el principal

tiro de medicién que se realiza en muchos equipos.
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La citometria de‘fiujo.;realiza sus mediciones basadas en
la -luz como fucnﬁé de excitacién; se requiere de una ilumina-
eién intensa, la cual es dada por la ldmpara de arco o lasser,

‘debido a que las células son pequefias y pasan muy répidamente
a través del punto de detecoién. La fuente de 1luz debe ser
capaz de producir longitudes  de onda ‘especificas que puedan
ger usadas para excita}‘ﬁ iés n;tcédores fluorescentes. Cuando

la muestra es inyectada en uno de los onnales pasa a la cémara

de fluido en donde las par iculaa o’ células son transportadas

o liberadas una por u o espeoifico en el espacio e

interceptadas pof:un R La dispersldn ¥y la luz de

fluorescenoia aenerada . 'oaptadas por fotodetectores los

cuales convierten el fotén en 'seﬂales electrénicas que son
deteotadas y- procesadas ;pqr _conputadora dande resultados

grificos y andlisis estadistioos‘(SZ).

Para medir la respuestn inmune humoral se usan una seria

de pruebas que varian_zsn ou
sensibilidad, costo, ‘ete;’

capilar o en gel qué

sensibles como el radioinmunoanélisi_’
cantidades de picogranos pero ..
un equipo caro, de emplear substaneias radioactival que tienéh .

generalmente una vida corta (30),
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Otros son 1los inmunocensayos gque son técnicas para la
detecoidén y cuantificacién de antigenos y anticuerpos; ademés
de 1la elevada sensibilidad que caracteriza a 1;3 pruebas
inmunolégicas, es la elevada especificidad de 1la reacecidn
entre el ant{geno y el anticuerpo lo que constituye la base de

su excelente aplicabilidad (35).



2.8. ENSAYO DE ENZIMA LIGADO A UN INMUNOABSORBENTE (BLISA).

Es una técnica que permite determinar la concentracién de
un antigeno o anticuerpo mediante la fijacién de uno de ellos
a una fase gélida y el otro en solucién, detectdndome la
formacién del complejo antigeno-anticuerpo, mediante una
inmunoglobulina, frente a la inmunoglobulina heteréloga o ante
el antigeno unido a una enzima, posteriormente me le adiciona
el substrato de la enzima y la transformacién del substrato
por la enzina es proporcional a la cantidad de antigeno o
nnticuqtpo fidnda (36).

En este ensayo, el antigenoc o anticuerpo se adoma usual-
mente a un uopott; de fame sdlida para facilitar la separacién
de los reactivos 1libres y combinados. Se ha hallado que antfi-
genos y anticuerpos se pueden unir covalentemente al material
pnrticula@o, tal como celulosa y péliacrilnnida Yy que también
se puede obtener una absorcién pasiva satisfactoria a tubos,
perlas, discos o microplacas, de nylon, poliestireno, polivi-

nilo o polipropileno.

Una parte esencial del inmunoensayo por enzimas es la
conjugacién de anticuerpo ¢ antfgeno fijado & una enzima. Es
necesario que la enzima tenga actividad elevada, sea econémi-

ca, 86 obtenga en forma pura y que posea una reaccidn con el
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substrato fAcilmente medible. Las enzimas més comunes son la
peroxidasa de rédbano picante, la glucosa oxidasa, la B~galac-

tosidasa y la fosfatasa alcalina.

Los substratos debeh ser estables y deben ser solubles
antes y después de la degradacién. Los substratos cromogéni-
cos deben ser incoloros inicialmente y fuertemente coloreados
tras la degradacién. Para los conjugados de fosfatasa alcalina
es adecuado el p-nitrofenil fosfato; para los de peroxidasa,

la o-fenilendiamina (38, 37).

“Bxfsten varios tipos de ELISA: competitivo, inhibitorio,
sandwich e indirecto. Estos métodos son féciles de realizar,
no requiere equipo.oostoso. sus reactivos son muy estables por
largos periodos de tiempo y tienen una sensibilidad similar al

RIA.
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METODO COMPETITIVO.

Este método sirve para determinar anticuerpos o' antigenos.
Para la determinacién de anticuerpos, el anticuerpo se marca
con la enzima. El anticuerpo marcado compite con el anticuerpo
no marcado en la muestra en estudio por los sitios de unién de
un antigeno inmovilizado en una fase s6lida como poliestireno.
La diferencia en la degradacién del substrato entre el conju-
gado solo (anticuerpo marcado) ¥ el conjugado més la puestra
ensayada es proporcional a la cantidad de anticuerpo de ésta

dltima (Fig. 6).

METODO DE INHIBICION.

Bste sistema se utiliza para la deteccién de antigeno asi
como su ouantificacién y puede ser utilizado para sustancias
de ‘bajo peso molecular en el oual la interaccidén antigeno-
anticuerpo, del antigeno de la fase sélida y el anticuerpo
marcado con la enzima, es inhibida por el antigeno libre de la
nuestra. La diferencia de la degradacidén entre las pruebas con
el conjugado de referencia solo y con el conjugado mis la
muestra ensayada es proporcional a la cantidad de antigeno de

la misma (Fig. 7).

a7



Fig.

1. ADSORBER ANTICENO A SUPERFICIE

+ LAVAR

2a ANADIR ANTICUERPO MARCADO CON
ENZIMA. + ANTICUERPO DESCONOCIDO

8

v 3
ANADIR SUSTRATO ENZIMATICO

.
2b ANADIR ANTICUERPO
MARCADO CON ENZIMA

LAVAR

HIDROLISIS DEL SUSTRATO & JANTICUERPO] MARCADO

DIFERENCIA ENTRE 3a y 3b ¥ IANTICUERPQ) “DESCONOCIDO"

Método competitivo de ELISA en mioro placas para la

deteccitén y determinacién de anticuerpos (36).
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Degradatsan del sustrato
B urstes no conlwne antigeno

Fig. 7 Método de inhibicién de ELISA en mioroplaca para -

andlisis de ant{geno (36),
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METODO DE SANDVWICH.

Este sistema emplea dos anticuerpos, uno unido a la fase
s6lida y otro que va marcado por la enzima. El anticuerpo en
fage sSlida reacciona con el antigeno y después de un lavado;
se adiciona el anticuerpo marcado con la enzimna. La activided
enzimdtica en la fase s6lide es directamente prdporcional a la
concentracién del antigeno. Se emplea para la cuantificacién
de marcadores tumorales como la alfafeto proteina y para otros

antigenos tales como proteinas (Fig. 8).

METODO INDIRECTO.

El método indireoto es ampliamente utilizado para 1la
determinacién de anticuerpo, ya que se necesita s6loc unos
poocos conjugados (ej. antiglobulinas humanas marcadas con
enzimas) para analizar anticuerpos de una variedad de enferme-
dades.

Bste procedimiento emplea antigeno inmovilizado el oual
reacciona con el anticuerpo de la muestra, adicionando despuds
el anticuerpo marcado con enzima que es especifico para la

inomunoglobulina a ser determinada (Fig. 8).
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Fig. 8 Método de SANDWICH de doble anticuerpo en microplacas

pin la deteccién y detetniﬁucidn de antigeno (38).
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t. ANTIGENO ADSORBIDO A LA PLACA

LAVAR

’ . 2. ANADIR SUERO.
- ANTICUERPO ESPECIFICO
SE UNE A ANTIGENO

‘ LAVAR

3. ANADIR ANTIGLOBULINA
MARCADA CON ENZIMA
QUE SE UNE AL ANTICUERPO

LAVAR

4. ARADIR SUSTRATO -

CANTIDAD HIDROLIZADA =
CANTIDAD DE ANTICUERPO PRESENTE

Fig. 8 Método - indirecto en microplacas para detececién

determinaoién de anticuerpo (36).
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III. FUNDAMENTACTION.

El objeto de la produccién animal en el Bioterio, debe ser
el producir animales los cuales demuestren respuestas estanda-
res a la manipulacién experimental. Esto msignifica que la va-
riabilidad debe de mantenerse minima y consecuentemente que
los experimentos puedan producir resultados significativos.
Tales snimales se les oconoce como animales definidos; éstos
deben ser criados bajo ocondiciones estandares, libres de
enfermedades y en el caso de especies comunes de = laboratorio
deberdn estar bien caracterizados genética y ~microbiologica-
mente (1), Existen cepas de ratones pelones y dtiﬁioos nu/nu
derivados dev Balb/c y de CDl, éstos aniqalésihan sido una
herramienta excelente para estudiar: reoﬁﬁQo de injertos asf
como respuesta inmune antitumoral, de hecho es en estos anima-
les donde se descubrieron unas»célqiag. no T, no B que tenian
actividad antitumoral y que se 1esfdenonin6 linfocitos asesi-
nos naturales (células NK);(}Z). En el Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiorésb'zéraéézﬁ , surge esponténeamente una
cepa de . ratones péibﬁgs, atimicos derivada de 1la cepa CD1,
1lamé la atencién ’pof]éu resistencia a las condiciones estan-~
dares del Biogerio ¥y ‘en un estudio realizado se comprobé - que
no era ell ratén atimico desnudo CD1 nu/nu, ya que la ﬁheva

. cepa, ée eomprobé que era hipotimica, se le llapé cb1 et/ét
(10). ) :

43




Sabemos que la respuesta inmune especifica, se encuentra
nediada por dos tipos de océlulas. Los linfocitos B, que =#e
generan en nédule dsea e higado fetal Yy que son las oélulas
precursoras de las células productoras de anticuerpo y que en
las aves se adiestran en la bursa de Fabricio, mientras que en
los maniferos, en dénde no existe tal estructura, salen de
nédula ésea con marcadores de linfocitos B. Cuando se sinteti-
zan las cadenas funcionales H y L, se expresa la inmunoglobu-
lina en la superficie celular. Estds células gque expresan
inmunoglobulina se denominan células B virgenes porque poseen
inmunoglobuline funcional sobre 1la membrana; pero aGn no
intdtaciuan con el antigeno. Bn éste estadic las células B
nigran desde la médulas &sea hacia la gangre y tejido linfoide

periférico.

Desde la interaccién del antigeno con la inmunoglobulina
de superficie, las células B se activan y finalmente se trans-~
forman en.células plasmdticas, responsables de la produccién
de grandes cantidades de inmunoglobulinas que son secretadas.
Algunas células B viven durante affos y se denominan células de
memoria, éstas células son las responsables de las respuestas
de memoria répida que s8e obsmervan luego de reexposicién a
antigenos reconocidos previamente por el sistema inmunitario

(12).
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Por otro lado tenemos a los linfocitos T que se producen
en timo y en médula 6sea y mediante un fenémeno llamado “ho-
ming" se dirigen al timo, en dénde se adiestran, aprendiendo a
conocer lo propio de lo extrafio, y es en timo donde se adquie-
ren una serie de receptores que nos reflejan, en cierta medida

el grado de maduracién y el tipo de célula (15).

La maduracién de las células T en el timo se acompaila de
una serie compleja de cambios en su genotipo y fenotipo. El
timocito de reconocimiento mds temprano es la célula pro-T, se
puede identificar mediante la expresién de ciertos antigenos
de la superficie celular (CD2, CD7) y mediante la presencia
del marcador cba en el citoplasma. Las células pro-T se dife-

rencian en células pre-~T.

Los linfooitos que expresan CD3/TCR alfa/beta en su super-
ficie y reaccionan con antigencs propios, por lo general se
eliminan de. 1a poblacién por un proceso ain deaconocido. Otros
timocitos que poseen CD3/TCR~ alfa/beta, se educan para reco-
nocer péptidos antigénicos solo cuando estdén asociados ocon
proteinas propias MHC, mediante un proceso aiin no conocido del
todo. La mayorfa de 1linfocitos mueren en éste proceso de
selecci6n dentro del timo, solamente una minoria se diferencia
en forma exitosa en linfocitos T madurcs y migran a los 6rga-

nos linfoides periféricos y la sangre. En la sangre periférica
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cerca del 70X de los linfocitos son linfocitos T (15).

Otras moléculas diferentes del complejo CD3/TCR estén
encargadas de la diferenciacién timica de linfocitos T ¥y
también son marcadores para identificar estadios de madura-
cién. Las células pro-T expresan CD2 y CD/1 en la superficie
célular, éstos timocitos inmaduros carecen de . CD3, CD4 y CD8.
Al madurar la mayorfa de los linfocitos pro-T y pre~T inician
la expresién de marcadores CD1, CD4 y CD8, por 1lo general

dentro de la corteza timica.

“Cigrta proporcién de las células relativamente inmaduras
CD4™* cbe~ pierdgn la expresién del CD4 o del CD8 para trans-
formarse en CD4* 8~ o CD4~ 8% , me incrementa la cantidad de
CD3/TCR mobre 1la superficie célular y 3se pierde la molécula
CD1. Estos linfocitos més maduros se les encuentra de manera
predominante en la corteza. Las c¢élulas T que poseen TCR
alfa/beta son el tipo predominante de células T en el timo y
ganglios linfdticos 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 antigenos CD4 o CD8 sobre la superficie celular (12).

Los linfocitos T realizan una serie de funciones en 1la

regspuesta inmune: Son células efectoras v. gr. (linfocitos T
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citotoxicos CD8), presentan también un efecto regulador. Los
linfoocitos supresores que comparten al igual que, los ocitoto-
xicos los receptores CD8, intervienen suprimiendo respuestas,
por eJemplo ante antigenos propios (38). Tenemos también a lom
linfocitos T cooperadores CD4, que producen una serie de
citocinas con distintos efectos, v. gr. Interleucina II que es
un agente mitogénico para linfocitos T e interviene también
cooperando con 1los linfocitos B a los cuales induce a producir

respuestas secundarias (17).

Existen diferentes métodos para determinar los tipos
celulares de 1linfocitos T, con la idea de evaluar la respuesta
celular. Una fotna de hacerlo es mediante la deteccién de sus
receptores por técnicas como lag rosetas E (marcador de todos
los linfocitos T). Se puede usar también rosetas EA, usando
hemclisina IgG, para determinar poblaciones de T supresores, o
hemolisina IgM para determinar linfocitos T cooperadores (30).
La deterninacién de 1las subpoblaciones de linfocitos T, se
puede realizar también determinando los receptores CD4 (marca-
dores® de los linfocitos T cooperadores/inductores) y los
receptores CD8 (marcadores de los linfocitos T citotoxicos/su-
presores), mediante microscopia de Ffluorescencia o bien usando

citonetria de flujo (31, 32).
En afflos recientes la ocitometrfa de flujo ha sido de gran
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utilidad en el diagnéstico y pronéstico de diferentes situa-
ciones clinicas, como es el trasplante de 4rgancs y médula
ésea, el diagnéstico tempranoc de leucemias y linfomas, aaf
comno la evaluacién de pacientes con inmunodeficiencias (32,-
38). El fundamento de la técnica estd basada en las propieda~
des de 1las células individuales, reconocidas por seiiales
electrénicas, de tal manera que mediante la fluorocitometria
de flujo se pueden distinguir diferentes tipos de células, de
acuerdo a su tamafio y sus granulaciones; pero ademds se puseden
identificar las subpoblaciones celulares si se marcan con
anticuerpos ‘monoclonales fluorocromados, antereceptores de
las células. Debido a que ésta técnica es confiable, rdpida y
fécil de manejar un nidmero grande de muestras, ha venido

desplazando a 1a microscopia de inmunofluorescencia (31).

Para medir la respuesta inmune humoral, se usan una serie
de pruebas, qQue varfan en cuanto a su sencillez de ejecucién,
su sensibilidad, su coasto, etc. Asi tenemos a la precipitacién
en capilar o en gel, que es fdcil de realizar; pero tiene una
sensibilidad muy baja. Por otro lado tenemos técnicas muy
sensibles como el radioinmunoanalisis (RIA), la cual detecta
cantidades de picogramos; pero tiene el inconveniente de usar
un equipo caro, de emplear substancias radioactivas, que tiene
generalmente una vidn'corta (30). Otra técnica es el ensayo de

enzima ligado a un inmunoabsorbente (ELISA), permite determi-
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nar la concentracién de un antigeno o un anticuerpo mediante
la fijacién de uno de ellos a una fase sélida y el otro en
solucién, detectdndose 1la formacién del complejo antigeno-~
anticuerpo, mediante una inmuncoglobulina anti inmunoglobulina
o anti antfgeno unida a una enzima, posteriormente se le
adiciona el substrato de 1la enzima y 1la transformacidén del
subatrato por la enzima es proporcional a la cantided de ant{-
geno o anticuerpo fijade. Existen varios tipos de ELISA:
competitivo, inhibitorio, sandwich e indirecto (32, 38). Estas
técnicas son féciles de realizar, no requiere equipo costoso,
gon muy estables por largos periodos de tiempo y tiene una

sensibilidad similar sl RIA (38).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLENA.

Dentro del campoc de la investigacién, el uso de animales
de 1laboratorio como modelos de trabajo Juegan un papel muy
importante en la reproducibilidad de resultados. Es por ello
que para poder ser utilizados se requiere que estén bien
carncteriiados tanto genética, microbiologica como inmunologi-

canente, para tener una varisbilidad minime (1).

En un Bioterio éstos son factores importantes debido a que
de ahi es dé donde se distribuyen animales a diversos centros
eduéntivon con précticas experimentales, tal es ol caso del
Bioterio de 1a Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, que
proporciona aninales a las carreras de Medicina, QFB, Odonto-
logia, Psicologia y Biologia, as{ también para investigacién vy

el Posgrado.

El presente trabajo pretende caracterizar una nueva cepa
de ratones hipotimicos, sin pelo llamados CD1 et/et los cuales
derivaron del CD1 (10) y compararlos con la cepas progenitoras
CDl1 y CD1 et/+. La caracterizacidén se realizard cuantificando
poblaciones ocelulares con marcadores CD4, CDB y CD3, por medio
de la citometria de flujo, 1la cual es una técnica que estd
sustituyendo a la microscopia de inmunofluorescencia (30, 32).

Asi también se evaluard la respussta inmune humoral primaria y
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e ) Ehtid et

secundaria a un inmunégeno timo dependiente, como es la albu-
mina sérica bovina (BSA), por medio de la técnica de ELISA
(32). Otro pardmetro que es importante tomar en cuenta es el
sexo, ya que las hormonas son un determinante de inmunidad no
especifica v. gr. sabemos que los estrégenos son inmunopoten-
ciadores mientras que los andrégenos son inmunosupresores

(39,40).

Debido a que la respuesta inmune mediada por linfocitos T
juega un papel primordial tanto en 1la amplificacién de 1a
innunidad celular T, como en 1la produccién de anticuerpos,
entre otras actividades, oconsideramos que es importante la
cuantificacién de los marcadoreas de linfocitos T (CD4, CDB y
CD3) asi como la evaluacién del tipo de respuesta primaria vy
secundaria a antigenos timo dependientes, ya que en el ratén
CD1 et/et no ha sido oaracterizado y parece ser un excelente
modelo, debido a su hipotimia, para estudiar enfermedades

parasitarias como es la enfermedad de Chagas (41).
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V. HIPOTESTIS.

Esperamos que debido a la hipotimia de los ratones CDI
et/et, los linfocitos T totales, asi como las subpoblaciones
ge encuentren alteradas. Con 1lo que respecta a la respuesta
innuhe medida Apor anticuerpos, ante un antigeno timo depen-
diente, como es la albimina sérica bovina, esperamos una res-

puesta deficiente.
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VI. OBJETIVOS.

Evaluar las poblaciones de linfocitos T, mediante marcado-
res de superficie CD4 (cooperadores/inductores), CD8 (citoto-
xicos/supresores) vy CD3 linfocitos T totales, usando el fluo-

rocitometro.

.

Medir el ' titulo de anticuerpos especificos, de clase IgM
(respuesta prinaria) y de clase IgG (respuesta secundaria)
ante un antigeno timo dependiente (albdmina sérica bovina),

mediante la téonica de KELISA.
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HOMBRE

VII.

REACTIVOS.

Carbonato de sodio (NaaCOs)

Bicarbonato de sodio (NaHCOas)

Cloruro de sodio (NaCL)

Fosfato de potasio monobé&sico (KHaPO4)

Fosfato de sodio dibdsico

dodecahidratado (NazHPQq.12 H20)

Cloruro de potasio (KCL)

Acido oftrioco (CeHeO7. H20)
Peréxido de hidrégeno (Hz02z2)

Acido sulfirico (HaSO04)

AlbGmina de huevo

Albidmina sérica bovina

TWEEN

Ortofenilendiamina

Anti-Mouse
Peroxidase
anti-Nouse
Peroxidase

Ortho-mune

IgM
conjugate
IgG
conjugate

Lysing Reagent
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J.T. Baker

J.T. Baker

Prod. Quim. Monter
rey

J.T. Baker

J.T. Baker

Prod. Quim. Monter
rey
MERCK
J.T. Baker

Técnica Quimioa S.A.
SIGMA de México S.A.
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Mab Mouse CD3-fluorescein GIBCO BRL
Mab to Mouse CD4-R-PE GIBCO BRL
Anti Mouse Lyt-2-FITC Beoton Dickinson
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VIII. MATERIAL.

Tubos de ensaye de xax;uo. Pryex

Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 ml. "

Probetas graduadas de 25 y 50 ml. "
- Hltricen aforados de 50, 100 y 2000 ml. ”

Pipetas graduades de 1, 2, 5, y 10 ml. "

- Pipetas. Pasteur. ———
~ Pipetas semisutométices de 200-1000 ul. BRAND
Pipeta semiautomé&tica de 20-100 ul. BRAND

- Puntas para pipeta. ———

~ Placas de poliestireno. Costar

- Tubos vaoutaineg}do 13X100 con EDTA. Becton Dickinson
- Tubos de pléstico de 13X100. -—-

- Gradilla. B

- Bquipo de diseccidn. ‘ -——

~ Pipetas semisutomdticas de 25 y 250 ul. Raining

EQUIPO.

- Balanza granataria. OHAUS

- Balanza analitica. Mettler H80

- Centrifuga. ' SOL-BAT

- Vortex. Scientific Indus
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tries

- Placa de agitamcién. Bellco Glass,

Ins.
- Leotor de ELISA. . DYNATECH

~ Fluoroccitdémetro. Ortho Cytoron

Absolute

MATERIAL BIOLOGICO.

CD1, CD1 et/+ ¥
CD1 et/et

- Ratones machos y hembras.
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IX. XETODOLOGTIA.

INMUNIZACION DE RATONES PARA LA EVALUACION DE LA RESPUESTA
PRIMARIA.

Se trabajaron con lotes de 10 ratones de 1las cepas CD1
machos, CD1 hembras, et/+ hembras, et/et nmnachos y et/et henmn-
bras.

- Cada uno de los ratdnss de las distintas cepas fueron inocu-
lados por via subcuténea con 5mg/0.1 ml de BSA.

- Después dé 8 dias se sangraron los ratones, incubdndose la
s;nlfe a 37°C durante 30 minutos para separar los sueros,
ios cuales fuer?n colocados en viales y mantenidos en conge-

lacién.

INMURIZACION DE RATONES PARA LA EVALUACION DE LA RBSPUESTA
SECUNDARIA.

Se tr;bajaron con lotes de 10 ratones cada una de las
cepas CD1 machos, CD1 hembras, et/+ machos, et/+ hembras,
et/et machos y et/et hembras.

- Cada uno de los ratones fueron inooculados por via subcutanea
con 5Mg/0.1 ml de BSA.

~ Después de 8 dias se les puso un refuerzo de BSA (5 ,‘3/0.1
rl).

- A los 15 dias se sangraron a los ratones, incubdndose 1la
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sangre a 37°C durante 30 minutos; se centrifugé para separar
los sueros colocéndolos en viales y mantenidos en congela-

cién.

"DRTERMINACION DE ANTICUERPOS DE TIPO IgM POR LA TECNICA DE

BLISA.

- Se preparé una solucién de BSA en buffer de carbonatos-
bicarbonatos con una concentracidn de B/LI/DI.

- En cada uno de los pozos de la placa de poliestireno se
pegaron 100 microlitros de la solucién de BSA excepto en la

£ila H donde solo se pusoc PBS.

La placa se dejé reposar durante 18 horas a 4 C.

Se tiré el sobrenadante de la placa y se bloqueé con 300 /Ll
de albiimina de huevo al 1X en PBS con leche al 5%, incubén~

dose durante 30 minutos a 37°C,

1

Se tiré el sobrenadante de las placas, lavdndose 4 veces con
PBS-TWEEN dejando actuar 1 minuto la solucién de lavado
antes de tirar el sobrenadante.

- Se preparé una dilucién 1:10 de cada uno de los sueros

problenma.

~ Se agregaron IOOIﬁLl de cada suero problema y se incubarén
durante 1 hora a 37°C, se tirdé el sobrenadante y se lavé 4
veces con PBS-TWEEN, dejando actuar 1 minuto 1la solueién de
lavado antes de tirar el sobrenadante y lavando 4 veces como

se realizé anteriormente.
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~ Se pusieron 100 /‘1 del substrato y se incubé a 37°C durante
15 minutos, se paré la reaccién con 50/L1 de HaSOq a 2.5 N.
- Se leyé 1la densidad éptica a 482 nm.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS DE TIPO IgG POR LA TECNICA DR
BLISA.

- Se siguié el mismo procedimiento que para IgM, sSlo que

ahora se le puso el conjugado anti-IgG.
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FLUOROCITOMETRIA DE FLUJO.

- Se utilizaron lotes de 10 ratones CD1 machos, CD1 henmbras,

et/+ machos, et/+ hembras, et/et machos y et/et hembras.
Se sangraron los ratones obteniendo aproximadamente 1 ml de
cada uno mezcldndolo con EDTA.
Se utilizaron 4 tubos para cada nuestra de sangre rotulando
los de la siguiente forma:

absoluto

CcD3

CcD4

cDs
Estos tubos se colocaron en un baffo de hielo.
Se adiciona;on 4 /Ll del anticuerpo anti CD3, anti CD4 y anti
CD8 en los tubos correspondientes.
Se adicionaron 50/11 de sangre en cada uno de los tubos para
cada muestra y se agitaron.
Se incubé 30 minutos en baflo frio a 4”°C con agitacién cada
10 minutos.
Se agregaron 2 ml de lisante y se incubaron durante 10 minu-
tos a temperatura ambiente.
Se centrifugé a 1500 rpm durante 10 minutos.
Se degeché el sobrenadante con una bomba de vacio.
Se resuspendié en 1 ml de PBS el precipitado.
Se 1leyé el porcentaje de cada subpoblacién en el fluorocité-

metro.
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X.

Forma de reporte

FW-sC
250

200

150

100
50

0 & 5B 1g0150 200250
.~ RT=SC . .

RESULTADOS.

del equipo Ortho Cytoron Absolute.

Total Cells:

4,106 cells/ul
Gated Cells:

2,972 cells/ul
72.4 %

Gated/Total:
Mode ch SD cv(s)
RT-SC . 18.2 5.2 28.6
FW-SC .. 107.0

°11.0° 10.3 °
T4/T8 Ratio: - 4.20 . )

Items (X)/[Y]

REG Positivet
ABSOLUTE/ABSOLUTE ==
-+
-
++
ABSOLUTE
ABSOLUTE
/OKT4A
Lyt-2 /
OKT3 . /
COMMENT :

—-ARsolute Count depends on caljbration procedure !
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Forma en que se oonportan los Fluorocronos.

| ABSOLUTE

Protocolz ABSOLUTE/ABSOLUTE
104
Ri:G -+ REG ++
10 31,7 % .0.0 %
. REGJ.;; REG +8 .
10 =R ©68.3 % 0.0 t
. ABSOLUTE: 0.0 & 0. cells/ul
100 © ABSOLUTE: .31.7 % - 1, 020 cells/ul
0° 61 102 109 . : . L
ABSOLUTE - o S
Counts . ... ; Prot:ocol' O
180077 ; g BN -
‘ L RN 1s)
12001 k : <y
R 2,040 -13.7 -18.7 136-;
000 + N ;1,096" 3 #5006
600
300{ -
i 0 ‘ e : i
09 {0’ 105 109
o OKT4A 3
Counts Protocol Lyt- L
50 I T :
40 ! Reg Positive% count‘ ‘Mode .- SD. cv
a0 ”' +
20
Protocol: OKT3 . /-
Reg. Positivet Count'.
- 48.9 " 1,452--17,0 ;7 18.3°.107.6l
+ 51.1 1 520 180.0.:729.0° " 16.




VALORES DE FLUOROCITOMETRIA DE FLUJO.

CEPA CD3 HEMBRAS.

total de T4/ TS OKT4 OKTE OKT3
células. .
1.~ | 11.885 2.61 18.8 7.2 24.2
2.- |5.2% 1.59 10.5 6.6 21.7
3.— 19.316 3.13 25,4 8.0 . 34.6
4.~ |5.165 2.50 15.3 6.1 18.2
5. |3.346 2.27 35.4  lis.a 52.1
6.~ |4.106 4.20 34.9 18.3 51.1
7.- 13.891 3.96 16.8 5.0 21.8
8.~ | 4.586 2.19 9.0 4.1 12.2
9.— |3.33s 2.71 16.4 5.9 23.7
10. |7.303 2.50 9.6 3.3 11.8
Tabla 1.
CEPA CDt MACHOS.
Total de
celulas T4/T8 OKT4 oKT8 OKT3
11,— | 2.947 3.13 20.7 6.6 31.3
12.-  13.927 1.91 18.6 9.7 27.4
13- |1.542 1.62 11.2 6.9 21.7
14.- |3.724 2.04 4.7 2.3 6.0
15.-  l4.604 3.19 9.9 3.1 13.1
16,~  16.793 1.7 8.7 5.1 9.9
17.- | 4.698 1.84 1.2 3.9 10.8
18.~ |s.717 2.85 7.7 2.1 10.3
19.- {1.976 2.5 8.0 3.2 11.9
20.- |4.06 2.59 106.9 4.2 18.8
Tabia 2.
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CEPA et/+ HEMBRAS.

Total de
células T4/T8 OKT4 OKT8 OKT3
21.- |12.735 2.39 23.9 10.0 30.6
22.~ 13.088 1.46 10.4 7.1 15.2
23.- 13.027 2.87 15.5 5.4 26.4
24.-~ |1 3.325 1.88 16.8 8.9 34.3
25.~ 12,325 2.19 21.9 10.0 35.4
26.- 16.135 1.89 10.4 5.5 17.9
27.- 1 4.426 1.45 12,1 8.3 25.6
28.~ |15.931 1.12 19.0 16.9 42.9
29.- 15.407 1.56 12.4 7.9 19.7
pr'— 5.654 2.09 17.2 8.2 27.0
Tabla 3.

CEPA et/+ MACHOS

Total de

células T4/ T8 OKT4 OKT8 OKT3
31.~ 7.008 2.52 9.1 3.6 18.14
32.- 5.003 1.88 15.1 8.0 27,8
33.- 6.631 1.48 16.6 11.2 17.5
34.- 4.45% 3.17 17.8 5.6 31.8
35.~ 8.030 0.69 10.9 15.7 29.1
36.- 6.144 1.78 9.8 5.5 12.1
37.- 7.303 3.42 i2.0 3.5 25.0
368.- 7.655 1.43 13.1 9.1 3%.9
39.- 7.492 2.87 22.1 7.7 30.7
40.- 6.611 1.42 13,4 9.4 23.7
abla 4,
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CEPA et/et HEMBRAS.

T‘fﬁﬂnd' T4LTS _QKTA I8 QKT3
41.- l3.672 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.% 12,1 44.7
45.- |6.683 1.62 23.6 14.3 51.1
46.- {11.012 2.63 24.5 9.3 45.7
47 .- 16,699 1,57 22.2 14.1 48.1
48.- ]9.682 3.42 14.4 4.2 31.2
49.- 17.902 1.01 14.1 13.9 34.3
{so.- |s.579 3.58 23.3 6,5 55.8
‘Tabla 5.
CEPA et/et MACHOS.
Total de
células T4/T8 OKT4 OKT8 OKT3
S1.- | 7.448 2.4% 10.3 4.2 26.3
52.~ 17.902 1.48 13.4 9.0 40.14
53.- . ]10.404 0.79 7.4 8.9 25.3
4.~ | 3.222 3.37 46.3 13.7 62.2
s5.- |7.786 3.78 18.4 4.9 37.8
56.- | 8.159 1.73 11.8 6.8 32.7
57.—- | .53 2.34 22.0 9.4 42.3
8.~ l8.025 2.06 12.6 6.1 26.2
59.— |5.339 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 1gG anti BSA.

CD1 cD1 et/+ at/+ et/et et/et
i.~-] .732 . 743 . 7156 . 406 . 754 159
2.~ 1.736 664 <759 . 763 .754 .600
3.-1- - .763 . 759 .783 651
4.-1.770 .730 .631 154 .768 .T45
5.—-1.707 .783 .756 <420 .766 .678
6.- ] 743 -783 2778 . 743 159 ,750
T7.- 1 .747 . 743 -789 . 7170 . 759 .589
8.~ 1 .756 656 - 159 = 2743 .683
9.- 1 .700 . 756 2754 - - 752
10. | - .759 - - - . 738
Tabla 7.

TECNICA DE ELISA.
ANTICUERPOS IgM anti BSA.

cD1 CcDt ot/+ ot/+  et/et et/et

1.- | .496 .632 - .403 . 165 .245
2.- ] .azs .136 - .200 .168 .407
3.- | .z224 .343 - 117 .193 . 136
4.~ | .381 .672 - . 140 . 109 461
s.- | .622 .215 - .584 .291 .123
6.— | .231 .222 - .059 .299 .233
7.- | .202 .145 - .368 .240 .216
B.— |.130 .104 - 071 .368 .635
9.~ |.181 .064 - . 149 .207 .431
10.~ | .186 - - . 104 .168 .437
abla 8,
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MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDARES DE IgM e IgG.

nsouégc sD usouslgn 3D
CD! hembras . 736 .023 .307 .163
CD1 machos 135 . 046 .201 224
et/+ hembras .745 .043 219 .173
ot/+ machos .659 . 169 - -
et/et hembras | .760 011 . 220 .078
eot/et machos .691 .065 .332 165
abla 9.
CITOMETRIA DE FLUJO.
MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDARES.
T4/T8 OKT4 OKT8 OKT3
X 3D X 3D X SD X 3D
CD1 2.75 {0.715 1 19.15 ] 9.63 6.99 3.36 27.14 | 14.4
CD1 2.33 |0.%591 | 10.76 } 5.07 4.77 2.33 16.1 8.3
at/+ 1.89 10.518 | 15.96 1 4.7 8.82 3.25 28.1 9.03
ot/+ 2.06 ]0.8686 | 13.99 [ 4.0 7.93 3.71 25.17 17.4
et/et 1.98 1 0.93 19,84 }5.53 11.48 ]| 5.23 43.56 | 8.11
et/et 2.35 }1.0¢ 17.62 | 11.07 (7.89 2.88 36.91 §11.1

abla 10.
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FLUOROCITOMETRIA DE CELULAS MURINAS
CD4/CD8

percentaje de medias

3r 2.752

B CD1 heminn CD1 mache CD1 ot/+ hembrs
8 CD1et/+ mache HER CD1 ot/et embdrs (] CD1 ot/et mache

gréficn 1.
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FLUOROCITOMBTRIlA DE CELULAS MURINAS
CD3

porcentaje de modias
50
( ' ' ' 43.56

grupos

I CD1 hembra CD1 macho CD1 ot/+ hembra
B cD1 ot/+ mache R CD1 ot/et hembra (1 CD1 et/et mache

gréfica 3.
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FLUOROCITOMETRIA DE CELULAS MURINAS

CD4
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FLUOROCITOMETRIA DE CELULAS MURINAS
CDs8

14 porceataje de medias

12
10

]

6

4

2

0

grupos
E CD1 hembra 3 CD1 mache CD1 ot/+ hambra

I cD1 ot/+ macho N CD1 ot/et hembra [ ] CD1 et/st mache

gréfica 4.
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IgsM DETERMINADA POR ELISA.

0.332
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RESPUESTA SECUNDARIA A BSA.
IgG DETERMINADA POR ELISA.
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grédics 6.




XI. ANALISIS DE RESULTADOS,

En e)l andlisis estadistico por Kruskal Wallis que se -
splico’a los resultados cbtenidos por citometria de flujo, se
encontré una diferencia significativa entre las cepas de
ratones estudiados CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et. Como se observa
en la gréfica nimero 2 la cepa que difiere es la CD1 et/et en
cuanto & que el porcentaje de linfocitos totales es mayor; en
la gréfica niGmero 3 no se observa claramente quien es el grupo
que difiere por lo que se realizé la prueba de U de Mann
Whitney la cual nos indicé que la cepa diferente es la et/et.
La subpoblacién de 1linfocitos Te es mayor en la cepa CD1 et/et

cono observnn&s en la gréfica 4.

En estudios realizados en los cuales se le han hecho
diferenciales a estos ratones reportan una linfocitosis de

aproximadamente el 80 X lo cual apoya a los resultados obteni-

" dos,

En los ratones hipotimicos, la degeneracién de su timo
puede provocar que este no tenga sus funciones normales, por
lo ocual se puede suponer que dentro del timo no halla una
elipinacién adecuada de linfocitos, como se llevo a cabo en el
timo de los ratones normales, donde hay un procesc de selec-
cién dentro del timo en el cual la mayoria de los linfocitos

se sliminan y solamente una minoria se diferencie en 1linfoci-
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tos T maduros los cuales migran a érganos linfoides secunda-

rios y a sangre.

Por otra parte se. encontrdé diferencia entre machos vy
hembras de las distintas cepas. Observandose que 1las hembras
presentan un nimero mayor de linfocitos T, como se ve en las
grédficas 2, 3 y 4. En un estudio realizado por la Dra. Rosas
se encontré que las hembras tienen un timo de mayor tamafio
comparado con el de los machos, lo cual puede explicar la
diferencia que se observa entre los sexos debido e la relacién
que hay entré el tamaffo del timo y la capacidad para diferen-

ciarse los linfocitos T (10).

6 50 100150 200280
RT~SC

Fig. 10 Fig. 11
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En 1las figuras 10 y 11 se presentan como se distribuyen
las poblaciones celulares del ratén CD1 y CD1 et/et respecti-
vamente oomo se observa en la figura 10 la nube de células es
nds uniforme comparada con 1la figura 11 en donde se observa
claramente la formacién de dos nubes, una de las cuales se

piensa que son células atipicas en forma y tamaflo.

Como se observa en los resultados obtenidos por la técnica
de ELISA en las tablas 7 y 8 y de acuerdo al disefio estadisti~
co podemos decir que las cepas de los ratones CD1 et/et tienen

una respuesta casi igual a la de los ratones CD1 y CD1 et/+.

En la sin£euis de anticusrpos de tipo IgM la respuesta fue
semejante aunque ya se ha reportado que el contenido total de
inmunoglobulinas presentes en el suero de algunas cepas de
ratones como el nu/nu puede ser variable o puede ser compara-
ble a la de los ratones normales. Se ha encontrado que los
niveles de IgM se encuentran algunas veces por arriba de los
valores normales. Esto se puede deber & que la elaboracién del
fragmento constante de 1la cadena//LLes independiente del timo,
del antigeno y que el mecanismo de desviacién hacia la sinte-
sis de los fragmentos constantes de las otras inmunoglobulinas

es antigeno dependiente.
En el andlisis de la respuesta secundaria no se encontrd
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diferencia significativa entre las distintas cepas estudiadas
ya que se observaron valores semejantes de anticuerpos de tipo

I4G.

Considerando 1la hipotimia de los ratones y sabiendo que
los linfocitos T regulan la actividad de los linfocitos B para
que se dé lugar a una respuesta seoundaria, espersbamos una
respuesta baja ¥y ain mds sabiendo que el antigeno que inyecta-
mos era timo dependiente pero observamos que la hipotimia no
los hace cqnpletunente inconpetentes, porque puede haber una
nuduraqién Ae linfocitos T y estos activar a las océlules B,
lunéue también en estudios realizados se ha observado que la

funcién de los linfocitos B es de un 87X.

Estadisticamente encontremos que s6lo hay diferencia entre
los machos y las hembras de la cepa et/et, observando en 1la
grdfica 6 que las hembras dan una respuesta mayor que los
machos, ya que se ha encontrado una estrecha relacidén del
s;stena inmune y el reproductivo de los mamiferos y también
que las hormonas son un determinante de inmunidad no especifi-
ca en donde los estrégenos son inmunopotenciadores mientras

que los andrégenos son inmunosupresores (39).
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XII. CORCLUSIONES.

Segin los resultados obtenidos y el andlisis realizado de

estos se llegan a las siguientea conclusiones:

1.-

La diferencia entre las cepas CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et es
significativa en cuanto a la cuantificacién de sus recep-
tores de superficie por citometria de flujo pero en cuanto
a la evaluacién de su respuesta primaria y secundaria a

BSA por la técnica de ELISA es similar.

Con respecto a los sexos, hay una diferencia significativa
entre estos, dando un porcentaje mayor las hembras en la
evaluacién de las subpoblaciones de 1linfocitos T vy su

respuesta primaria y secundaria.

La cepa CD1 et/et en la cuantificacién de sus receptores
de superficie es diferente =a las cepas CD1 y CD1 et/+,
presentando un nimero mayor de linfocitos T, ¥y su respues-
ta humoral (respuesta primaria y secundaria) ante un enti-
genc timo dependiente es parecida a las cepas de ratones
anteriores con las que Se compararon, por lo que se con-
cluye que su estado de hipotimia no los hace incompetentes

cobmpletamente.
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XIII. ANRBRXOS.
Prepa;aoién de reactivos para la técnica de ELISA.

Amortiguador de recubrimiento.

Carbonato~bicarbonato pH 8.83

1.58¢ de NazCoa

2.93g de NaHCoy

Disolver ambos reactivos con agua bidestilada Jjuntarlos y
llevarlos a 1 litro de agua bidestilada.

Se puede almacenar a 4°C por no mis de 2 semanas.

PBS-TWEEN.

8.0g de NaCl

0.2g de KH2POq.

2.8¢ de NazHPO4 I2H20.

0.2¢ de KC1.

0.5 ml de TWEEN 20.

Disolver los reactivos con agua bidestilada juntarlos y lle-
varlos a 1 litro de agua bidestilada ajustando el pH a 7.4 y

guardar a 4°C.
Sustrato de peroxidasa.

Acido citrico 0.1 X (2‘.3n1).
NazHPOg 0.2M (25.7ml).

80



Bl sustrato se prepara antes de usarlo porque es sensible & la

luz.

Ortofenilendiamnina 40 mg disolverla en 100 ml del smortiguador
del sustrato y adicionarle 40 microlitros de HaOz al 30%.
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