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RESUMEN 

RUIZ CORTES MARIA DE LOURDES: ESTUDIO COMPARATIVO DE 
LAS FRACCIONES PROTEICAS SÉRICAS EN LOS RATONES CD 1, 
ALOPÉCICOS eVet Y PORTADORES et/+, MEDIANTE ELECTROFORESIS. 
(bajo la dirección de: Francisco Javier Basurto Alcántara y Daniel Milano 
López). 

El ratón desnudo et/et ha sido considerado como hipotImico; presenta 
alteraciones en los mecanismos de defensa ya que en él se manifiesta una 
gran predisposición a procesos infecciosos, por lo que se sospecha que tiene 
una itununodeficiencia. En el presente trabajo se evaluaron las fracciones de 
proteínas séricas de ratones desnudos eVet machos y hembras, 
comparándolos con los heterocigóticos et/+ y la cepa CD 1, mediante 
electroforesis. Sólo se encontraron diferencias significativas en los 
porcentajes referentes a la fracción alfaglobulina de los machos et/et, lo cual 
puede deberse a los elevados niveles de corticosteroides que informa Rosas 
en esta variedad de ratones y que consecuentemente va ligado a un nivel 
elevado de transcortina, que es la enzima encargada de metabolizar a esta 
hormona en el hígado. La transcortina está clasificada como una 
alfaglobulina. Con este trabajo no se pudo concluir si los ratones et/et son 
inmunodeficientes. 
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FRACCIONES PROTEICAS SÉRICAS 
EN LOS RATONES CD 1, ALOPICICOS et/et Y PORTADORES etp, 
MEDIANTE ELECTROFORESIS. 

INTRODUCCIÓN: 

Se considera inmunodeficiencia cuando existen alteraciones en 
alguno de los mecanismos de respuesta inmune ( 13 ). 

La inmunodeficiencia puede ser de origen genético o adquirido, 
siendo el agente causal de este último substancias químicas como fármacos, 
agentes físicos como radiaciones y biológicos como los agentes infecciosos 
( 13 ). 

La inmunodeficiencia genética puede ser inducida o espontánea, 
ambas se producen generalmente por mutaciones en los genes que 
codifican para los órganos linfoides o para las células de la respuesta 
inmune( 13 ). 

Algunas de estas mutaciones han ocurrido en animales de 
experimentación y han generado líneas de investigación (6). 

A partir de su descubrimiento, la utilización de ratones con 
mutaciones productoras de inmunodeficiencias, ha sido fundamental para 

el progreso de diferentes áreas como la inmunología, infectología, 
parasitología, microbiología, oncología, genética, gnotobilogía e 
histopatología, entre otras (6 ). 

Las mutaciones más evidentes que se han presentado, son las 
correspondientes a los ratones desnudos o atímicos (nu/nu) y a los 
ratones hummodeficientes comprometidos severamente, denominado en 
ingles SCID (hununodeficiente severamente comprometido), el primero es 
deficiente en linfocitos T, y el segundo en linfocitos T y B. ( 6,14 ). 

Se han descrito animales desnudos en los cuales su función 
inrnunológica no se ha visto comprometida como en algunos cuyes y ratones 
como el sha/sha ("snAvr rasurado) los cuales poseen sus funciones 
hununológicas normales (6). 
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ANTECEDENTES HISTÓRICOS DEL RATÓN DESNUDO: 

En 1962 J.H. Isaacson y B.M. Cattanach publicaron por primera vez 
la aparición de ratones sin pelaje 	en una colonia cerrada, no 
consanguínea, de ratones albinos en el laboratorio de virología del hospital 
Ruchill en Glasgow, Escocia (6). 

Esta mutación fue detectada primero por el Dr. N.A. Grist, quien 
envió ratones desnudos y normales de la misma carnada al Instituto de 
genética animal de Edimburgo, Escocia (6). 

En este instituto el Dr. S.P. Flanagan, demostró que los ratones 
heterocigóticos para el gen recesivo responsable de la mutación ausencia de 
pelaje son fenotipicamente normales; asimismo, demostró por los datos 
de segregación que el fenómeno se debe a un gen recesivo que lo denominó 
nude (desnudo) y cuyo símbolo genético es "nu" (6). 

Otro de los hallazgos descritos por Flanagan, fue que estos 
animales presentaron talla reducida y períodos de vida mas cortos, un 100% 
de mortalidad a la edad de 25 semanas, y una marcada mortalidad 
infantil de hasta el 45% en las primeras dos semanas de vida (6 ). 

En 1968, M.N. Pantelouris describió que los ratones homocigóticos 
recesivos para el gen nu (nu/nu) carecen de timo, mientras que los 
hermanos de carnada homocigóticos dominante (+/+) y heterocigóticos 
(nu/+) presentan timo normal ( 6 ). 

Los primeros usos experimentales se realizaron por J. Rygaard en 
1969, quien realizó xenoinjertos de tumores malignos humanos; desde 
entonces, se ha aumentado el uso del ratón desnudo en diferentes disciplinas 

EL RATÓN ALOPÉCICO Web 

Actualmente existe otro mutante alopécico, originado en 1985, que 
proviene de la cepa del ratón albino CD 1 y que es denominado *jet. En 
algunos lugares como el bioterio de la FES-Zaragoza, UNAM y ahora en el 
bioterio de el departamento de Microbiología e Inmunología de la Facultad 
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, estos ratones viven y se 
reproducen bajo condiciones convencionales de crianza a pesar de que 
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poseen las alteraciones siguientes: los machos poseen un órgano con las 
características histológicas de un timo, pero con un peso que es 
aproximadamente la mitad a la de un timo normal, por lo que se les define 
como hipotfmicos; las hembras presentan en lugar de timo un órgano 
linfoide similar a un ganglio linfático, por lo que se les ha considerado 
atimicas(1, 10, 12). 

La Dra. Rosas y colaboradores, en su estudio de las características 
reproductoras del ratón et/et mencionan los siguientes aspectos: 

Los ratones et/et rechazan los xenoinjertos de piel (12). 

La fertilidad de machos y hembras et/et es normal, pero en estas 
últimas decrece con la edad (12). 

La supervivencia de los ratones eVet al destete es de 80% comparada 
con los CD 1(12). 

Los ratones et/et presentan un período de vida de dos años (12). 

Las concentraciones séricas de corticosterona en los ratones et/et son 
más elevadas que en los CD 1(11,12) 

Las concentraciones de colesterol en las adrenales de los ratones et/et 
son menores que en las de los CD 1 ( 11,12). 

La presencia del gen puede ser identificada mediante bioinetria 
hemática en el conteo leucocitario, ya que los ratones et/et presentan una 
población de leucocitos y linfocitos mayor que las de los CD 1, mientras que 
los etif presentan una cantidad intermedia entre las otras dos cepas ( 1 ). 

ELECTROFORESIS : 

La electroforesis se define como el movimiento de partículas cargadas 
eléctricamente en solución, bajo la influencia de un campo eléctrico ( 14 ). 

Si se somete un suero normal a electroforesis se separan diferentes 
fracciones: albúmina, alfaglobulina 1, alfaglobulina 2, betaglobulina y 
gamaglobulina (4,14 ). 
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ALBÚMINA. 

La albúmina es la mas pequeña y mas abundante de las proteínas del 
plasma, se sintetiza en el hígado, juega un papel importante en la regulación 
osmótica y actúa como molécula de transporte. ( 4,13 ) 

Los casos con disminución de albúmina sérica, en la mayoria de las 
especies, se deben a un balance nitrogenado negativo, por ejemplo en 
infecciones graves, traumas quirúrgicos y accidentales, uremia, enferme-
dades gastrointestinales y en el infarto de miocardio (4, 13). 

La analbuminemia refleja una insuficiencia en la producción más que 
un aumento en su catabolismo (4,13). 

ALFAGLOBULINAS: 

La fracción alfaglobulina consta de un número de proteínas 
diferentes de movilidad electroforética similar. La fracción alfa 1 incluye 
un número de glucoprotefnas y otros diversos componentes. Las 
lipoprotefnas alfa 1, son de significado clínico, importantes en el transporte 
de lípidos. La antitripsina alfa 1 es una enzima que se ha encontrado 
disminuida en ciertas formas hereditarias de enfermedad pulmonar crónica. 
La transcortina, globulina fijadora del cortisol y la globulina fijadora de 
tiroides, migran también con la fracción alfa 1 ( 3, 4,13 ). 

Los componentes clínicamente importantes en las globulinas alfa 2 
son la macroglobulina, la haptoglobulina que fija la hemoglobina libre en el 
pluma, y la ceruloplasmina de importancia en el transporte del cobre. 
Además de la eritropoyetina, las enzimas colinesterasa, 
lactatodeshidrogenasa y fosfatasa alcalina, también migran con esta 
fracción (4 ). 

Las globulinas alfa se encuentran aumentadas en procesos de 
carcinoma metastásico avanzado y en necrosis celular aguda. Las causas de 
niveles bajos de alfaglobulinas son la anemia hemolltka intravascular, 
enfermedades hepáticas agudas y en enfisema pulmonar obstructiva 
crónica (relacionada con disminución en la antitripsina alfa 1). ( 3,4 ). 
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BETAGLOBULINAS: 

Estas incluyen las lipoprtoteínas beta que son de menor densidad que 
las lipoproteínas alfa. La hemopexina que fija el hem (pero no la 
hemoglobina) y el plasminógeno, forma inactiva de la plasmina (que lisa los 
coágulos de fibrina), la transferrina (siderofibrina) que fija y transporta el 
hierro en el plasma, migra también en la región beta 1, como lo hacen 
también la fracción del complemento C'3 que es la más abundante, 
algunos de los otros componentes (C'2, C'6 y C'7) viajan en la fracción 
electroforética beta 2 ( 4,13,14), 

También podemos encontrar en esta fracción a los polímeros de 
inmunoglobulinas como la lg M y la Ig A. ( 4,13,14 ) 

GAMMAGLOBULINAS: 

Mientras que las demás fracciones globulínicas consisten en proteínas 
no relacionadas que sólo comparten una movilidad electroforética común; 
las gammaglobulinas tienen una propiedad vital en común : la actividad de 
anticuerpo. En esta fracción se encuentran todos los tipos de anticuerpos 
existentes (1gG, 1gM, IgA, IgD, IgE). ( 4,14 ). 

Los valores normales de las fracciones séricas en el ratón son: 
albúmina 53%, alfaglobulina 14%, betaglobulina 19%, ganunaglobulina 
14% ( 9 ). 
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JUSTIFICACIÓN: 

Se ha observado que el ratón alopécico et/et presenta anormalidades 
en la resistencia contra procesos infecciosos, asimismo se ha demostrado 
que tienen alteraciones en las células fagociticas (aumento de monocitos y 
presencia de neutrófilos hipersegmentados) (1), por esto mismo se 
considera importante estudiar sus mecanismos inmunológicos, para lo 
cual se propone evaluar por electroforesis, las concentraciones de las 
fracciones protéicas séricas de animales clínicamente sanos, poniendo 
especial atención a la fracción gammaglobulina. 
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HIPÓTESIS: 

Si el ratón alopécico et/et es inmunodeficiente entonces presentará 
disminuidas las concentraciones de las fracciones betaglobulína y 
gamaglobulina en comparación con el ratón CD 1 que es la cepa de 
donde se segregó y no deberán existir cambios en las concentraciones de 
albúmina y alfaglobulina, asimismo se deberan observar diferencias entre 
machos y hembras de cada grupo de ratones, debido a los estados 
hormonales. 



9 

OBJETIVO: 

Determinar si existen diferencias en las concentraciones de las 
fracciones séricas (albúmina, alfaglobulinas, betaglobulina y 
gammaglobulina) entre el ratón de la cepa CD 1 , portadores (et/+), 
alopécicos (et/et) y entre machos y hembras. 

F.1A TESIS NO DEBE 
D LA BIOLIBTECi 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

Se utilizaron 60 muestras individuales de suero de animales 
clínicamente sanos, dividiendo éstas en los siguientes grupos: 

a) 10 machos CD 1, 

b) 8 hembras CD 1, 

c) 9 machos et/+, 

d) 13 hembras et/+, 

e) 10 machos et/et, 

f) 10 hembras et/et, 

todos ellos mantenidos bajo un sistema de alojamiento convencional de 
bioterio. 

Cada ratón se sangró en blanco por vía intracardíaca, anestesiado 
previamente con éter; se obtuvo 0.3 ml de suero. 

El suero obtenido se congeló durante 1 semana hasta su uso. 

Posteriormente los sueros se sometieron a electroforesis en acetato 
de celulosa (Cellogel) utilizando una modificación de la técnica de 
Morilla (9), la cual consistió en cambiar algunas de las constantes de la 
metodología tales como: solución amortiguadora tris glicina (14.1 g de tris y 
22.6 g de glicina, en 1000 ml de agua bidestilada con un pH de 9.4), tiempo 
de corrimiento (20 minutos), voltaje (200 y), tiempo de unción (10 minutos), 
concentración de colorante (Ponseau al 1%), para así ajustar la lectura del 

patrón electroforético de suero de ratón. 

Los fracciones fueron medidas mediante un espectrodensitómetro y 
se obtuvo con este los porcentajes de las fracciones. 

Posteriormente se cuantificó la concentración de proteína total en el 
suero para hacer la conversión de porcentaje a miligramos por ml en cada 
una de las fracciones, utilizando una modificación de la técnica de Bradford 
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(2). Esta técnica consiste en disolver albúmina en diferentes concentraciones 
(1, 3, 5, 7, 9 y 10 mg/m1), preparados según la técnica de Biuret (9, 5), y 
colocar 50 de cada dilución incluyendo la muestra de suero, en papel filtro 
whatman No. 1, previamente dividido en cuadros de 2 cm. Se dejan secar 
las muestras a temperatura ambiente y se agrega por 15 minutos, 8 ml de 
solución teñidora (50% de metanol absoluto, 10% de ácido acético glacial, 
40% con agua destilada y 0.1% de azul de Coomasie). 

Posteriormente se lava por 30 minutos o hasta que el resto del 
colorante no fijado, sea eliminado del papel, esto se realiza con la solución 
lavadora ( 50% de metanol absoluto, 10% de ácido acético glacial y 40% de 
agua bidestilada). 

La lectura se realiza comparando la coloración de la muestra problema 
con la de los estándares (M.V.Z. Daniel Milano I, Comunicación personal). 

A los datos obtenidos se les aplicó la prueba de Barttlet para 
determinar la igualdad de varianzas con lo que se determinó aplicar las 
pruebas de análisis de varianza de Kruskall-Wallis y la prueba de U de 
Martn-Whitney( 7, 8 ). 
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RESULTADOS: 

Los valores de las medias de las porcentajes de proteína de las 
fracciones electroforéticas de los ratones CD 1, et/+ y eget se muestran en el 
cuadro No.1, donde se puede observar que no hubo diferencias 
significativas entre los tres grupos de animales. 

En el cuadro No. 2, se encuentran los valores medios de los 
porcentajes de las fracciones electroforéticas según el sexo de cada uno de 
los ratones, mostrando que solo hubo diferencias significativas en los 
machos et/et vs las hembras del mismo grupo. 

cuadro 1 
Valores medios de los porcentajes de 
la concentración de las diferentes 

fracciones de proteinao 
sericite de los ratones 

CD 1, etl* y «hit 

variedad de .ratón 
Fracción CD 1 8t/* - 	et/et 
Proteica 
Altéigine 63.239 64.827 62.445 
Alfellonolines 5.733w  4.141 6.215 
fletalichaina. 22.428 22.027 21.825 
raseemilebuusse 9.222 9.05 9.43 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES: 

En las electroforesis de proteínas séricas, se puede observar que no 
existen alteraciones en la inmunidad humoral, ya que todos los valores de la 
fracción gamma son semejantes en las tres líneas de ratones, y los cambios en 
el porcentaje de albúminas descarta la posibilidad de problemas en la síntesis 
de proteínas como seria en los mielomas ( 9,13). 

En la evaluación de las alfaglobulinas tanto por grupo como por sexo 
observamos que los ratones et/et y en especial los machos presentaron una 
mayor concentración de este grupo de proteínas, entre las cuales se 
encuentran algunas enzimas como la transcortina que es una proteína 
ligadora de los corticoides, y que se podría asociar a la hipersecreción 
glucocorticoide de los machos e%Iet (3, 4). 

Dentro del grupo de las alfaglobulinas también se encuentra una 
enzima ligadora de la eritropoyetina, la cual es el principal promotor de la 
eritropoyesis. Basurto et.al. observaron que los ratones desnudos presentan 
una policitemia, lo que posiblemente se deba al efecto glucocrticoide, pero no 
se descarta la posibilidad de una hipersecreción de eritropoyetina (3), 

Ya sea por la alteración de los glucocorticoides o de la eritropoyetina en 
esta variedad de ratones, el incremento de alfaglobulinas está justificado. 

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir 

1.- No se identifican alteraciones immanológicas ni fisiológicas en cuanto a 
la síntesis de proteínas en las diferentes grupos de ratones 

2.- La síntesis de las proteínas evaluadas en los ratones desnudos et/et y eti+ 
son iguales a los ratones CD 1. 

3.- No se puede descartar la posibilidad de una inmunodeficiencia con los 
resultado. obtenidos en este trabajo. 

4.• No hay posibilidad de identificar la homocigosis de los genes de cada 
una de las variedades de ratones mediante las concentraciones de proteínas 
por electroforesis. 
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