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ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpos

ACF: Adyuvante Completo de Freund

Ag: Antïgeno
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Dd: Dosis desencadenante

DNFB:2,4-Dinitro-l- fluorbenceno
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HR: Hipersensibilidad Retardada
IEF: Inmunoelectroforesis

id: intradérnica
IDR: Inmunodifusión Radial

im: intramuscular

ip: intraperitoneal
ipl: intraplantar
LPS: Lipopolisacárido
MH: Mezcla Hemolitica

PBS: Buffer Fosfato Salino
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pi: post-inoculación
rpm: revoluciones por minuto
SAT: Suero Anti-timocito

sc: subcutánea

SF: Solución Fisiológica
SFB: Suero Fetal Bovino

SNC: Suero Normal de Conejo



1. INTRODUCCION

1.1. INMUNIDAD:Antecedentes históricos

El concepto de inmunidad es antiguo, empírico y deriva de
la observación de la resistencia a las infecciones.

Muchossiglos antes del descubrimiento de los gérmenes

comoagentes responsables de las enfermedades infecciosas se c9

nocía que, en la mayoría de 'asos el haber padecido una en

fermedadinfecciosa iba seguido de resistencia a la reinfección.

En el siglo XI, los médicos chinos observaron que la inhg

lación de las costras provenientes de un enfermo de viruela im

pedía posteriormente la enfermedad. En el siglo XVIII este mé

todo primitivo de inmunización fue llevado a Inglaterra por PX
larini y Timoni y ampliamente difundido más tarde por Lady Mary

Wortley Montagu. La inmunología moderna nace realmente cuando

EdwardJenner, (1749-1823) todavía estudiante de Medicina, reali

za la primera "vacunación" con las costras de vaccinia confirman

do que su vacunación protegía al hombre contra la viruela. Un pa
so trascendente en el desarrollo ulterior de las inmunizaciones

preventivas se debió a Louis Pasteur (1822-1895) quien trabajan
do con cultivos atenuados del cólera aviario, observó que cuando

eran inoculados a gallinas sanas no srïnmente no padecían enfer
medadsino que conferían resistencia a la reinF: el



microorganismo patógeno. Robert Koch, (1843-1910) estudiando la

etiología bacteriana de algunas enfermedades infecciosas, descu_
bre en 1982 el bacilo de la tuberculosis. Al intentar crear una

vacuna contra esta enfermedad, describe magistralmente lo que

clásicamente se conoce como "fenómeno de Koch" marcando con deta

lle las diferencias de comportamientodel huésped ante la rein

troducción de un agente microbiano y sienta las bases de los me

canismos que actualmente conocemoscomohipersensibilidad tardía

o inmunidad mediada por células.

En 1888, Roux y Yersin comunicaron que el bacilo de la dif_

teria producía una potente exotoxina soluble la que inoculada ex

perimentalmente por von Behring y Kitasato, en 1890, producía en

el suero de los animales una sustancia llamada antitoxina, que

neutralizaba la acción de la tóxina. Por otra parte, las investi
gaciones de Pfeiffer y Bordet en 1894 confirmaron las de Nuttal

y Buchner que reconocieron en el suero normal una sustancia dis

tinta de los anticuerpos, que también intervenía en la destru

cción de las bacterias, que en 1a actualidad se denomina comple
mento.

Hasta principios de este siglo, las escuelas francesa y
alemana dominaban el campo de la investigación inmunológica. En

aquella época, existían dos concepciones divergentes, acerca de



la naturaleza de los fenómenos inmunes a lo largo de las cuales

siguió-desarrollándose la inmunología: La teoría humoral que ba

saban los conceptos de protección exclusivamente en la acción de

los anticuerpos producidos por las células y la teoría celular,

que otorgaban el papel preponderante a las células inflamatorias,

que intervenían en las respuestas del huésped frente a una sus
tancia extraña.

A fines del siglo pasado, Paul Ehrlich (1854-1915) enunció
en Enero de 1899 la teoría humoral de la formación de anticuer

pos. Esta teoría proponía la existencia de receptores, sobre la

superficie de las células vivas, capaces de unirse con sustancias

antigénicas, los que, si se producían en exceso podrían ser libg
rados a la circulación comoanticuerpos.Después de publicada esta

teoría, los principales esfuerzos de los inmunólogosse dedicaron

a la identificación,estudio y función biológica de los factores
humorales.

Es de destacar que uno de los campos de la inmunología don

de la investigación actual progresa con mayor rapidez es el esta
dio de los receptores presentes en las células inmunocompetentes.

Metchnikoff (1845-1916) en 1883, casi simultáneamente con

Ehrlich desarrolló la teoría celular de la inmunidad.Esta teoría

proponía que los fagocitos, células "de limpieza" del organismo,

identificaban inicialmente las sustancias extrañas al organismo



y constituían el principal sistema defensivo.

Ya en este siglo Karl Landsteiner (1868-1943) en 1942,en

sus trabajos sobre hipersensibilidad retardada enfatizó la parti
cipación del sistema linfoide en las reacciones inmunes, demos

trando la posibilidad de transferir por células un estado de reag
tividad.

Resultarïa imposible ennumerar los trascendentes aportes

realizados en el campode la inmunología en los últimos 50 años

pero no pueden dejar de mencionarse los nombres de Félix Haurowitz,

Sir Mac Farland Burnet y Niels Jerne quienes en 1930, 1950 y 1975

respectivamente enunciaron teorias que conmovieronconceptos clá

sicos sobre el funcionamiento y regulación del sistema inmune.BE
sadas en ellas se desarrollan todas las investigaciones de la in
munología actual.



1.2. ONTOGENIA DE LA RESPUESTA INMUNE

El conocimiento del desarrollo de la inmunidad desde los

puntos de vista ontogenético y filogenético puede sin duda, reg
ponder algunos de los interrogantes básicos de la inmunología.

En lo que se refiere a la ontogenia es ampliamente conocida la

diferencia, en la maduración inmunológica, de las diferentes es

pecies animales. La secuencia de acontecimientos que se desarrg

llan en la ontogenia de la respuesta inmune sugiere una verdadg

ra adaptación de sus componentes, que es característica de los
vertebrados.

Antes de iniciar cualquier estudio ontogenético es necesa_
rio definir claramente el concepto de respuesta inmunológica,

distinguiendo por un lado la categoría de inmunidad adquirida

específica y por otro los mecanismosque están ligados a la in

munidadinnata o resistencia inespecifica.

Es muyamplio el conjunto de acontecimientos que están re

lacionados a una respuesta inmunológica dada. Por lo tanto son

muchos los aspectos que deben ser desarrollados cuando se enca
ra el estudio del origen de la inmunidad en términos ontogéni

cos: maduración de los mecanismosde resistencia inespecífica;



capacidad de producción de inmunOglobulinas durante la vida fe

tal y neonatal hasta la edad adulta;habilidad para iniciar o ei
presar respuestas alérgicas; caracterización, cuantificación,
variación y distribución de los linfocitos en distintos esta

dios del desarrollo, asi comola posibilidad de inducir un esta
do de tolerancia;interrelación maternofetal particularmente la

capacidad de transferencia de inmunoglobulinas sea por tejidos

fetales y/o leche.
Una breve reseña de los antecedentes que han conducido al

conocimiento actual de cada uno de estos aspectos, ayudarán a

introducir y comprenderlos objetivos básicos de este trabajo.

1.2.1. Ontogenia de la sintesis de inmunoglobulinas y respuesta
inmune humoral.

Después del año 1945 cuando Longsworth (1)demostró que en

los niños recién nacidos el nivel de U-globulinas era superior

al de su madre, comenzaronuna serie de estudios relacionados

con este tema, ya que hasta este momento se suponía que no ha

bia sintesis de inmunoglobulinas en la vida fetal.En base a

ellos se pudo demostrar que cuando el feto era inmunizado en di

ferentes momentosde la gestación, su respuesta inmuneactiva

se desarrollaba muytempranamentepara ciertos antígenos, más

tardiamente para otros y en algunos casos recién después del



nacimiento. En general puede afirmarse que, en una especie dada,

la adquisición de la competencia inmunológicaa diferentes anti

genos es muyprecisa y depende de las caracteristicas físico

quïmicas de éste.

En especies comolos bovinos, ovinos y porcinos donde las

B’- globulinas no se transfieren a través de la barrera placen

taria, el neonato es escencialmente agamaglobulinémico.Estos a

nimales han sido utilizados comomodelos para el estudio de la

adquisición de la capacidad de sintetizar anticuerpos ya que no

se produce interferencia con las inmunoglobulinas maternas.Sin

embargo, Franek en 1961 (2) demostró en cerdos recién nacidos

la existencia de una X- globulina de bajo peso molecular produ

cida por mecanismospropios que seria un precursor de los anti

cuerpos que se formarïan más tarde comorespuesta a una estimula

ción antigénica. Los estudios realizados por Segre y Kaeberle en

1962 (3)confirmaron la presencia de pequeñas cantidades de X

globulinas en cerdos recién nacidos,pero sólo en aquellos anima
les alimentados con calostro, por lo que se creyó que éstas eran

necesarias para iniciar la respuesta inmunológica. Sin embargo

Kimy col en 1966 (4) trabajando con cerdos extraídos del útero

materno 3-5 dias antes de término y por lo tanto libres de gér

menes, "inmunológicamente virgenes" y además sin ingestión

de leche materna, comprobaron que estos animales eran
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inmunológicamente competentes si se inducian con antígenos apro

piados. Estos autores también demostraron que los cerdos tienen

en el momentodel nacimiento un componente sérico que llamaron

"X" con movilidad electroforética semejante a la 7S UG, pero an

tigénicamente distinta de la 7SB'Gespecifica, cuya concentraá

ción permanececonstante después de una estimulación antigénica

(5). El primer anticuerpo formado específicamente es de la cla

se 19S llamada 198 YG, antigénicamente distinta a la 19SJÏM, y

le sigue en la respuesta una segunda clase de anticuerpo con ca
racteristicas de 7SKG.(6).

El pollo provee un importante modelo experimental para el

estudio de la ontogenia de las diferentes clases de inmunoglobg
linas debido a la facilidad de manipulación de sus órganos lin
foides centrales relacionados con la inmunidad humoral.

Ya a principios de este siglo, se había demostrado que el

embrión de pollo no respondía a antígenos derivados de la

Escherichia coli. Esta observación fue confirmada y ampliadanús

tarde por otros'investigadores usando una gran variedad de anti
genos. Más tarde, los trabajos de Wolfe y Dilks (7) demostraron

que, cuando se usaban proteinas séricas comoantígenos, los po

llos no respondian hasta la cuarta semanade vida, a partir de

alli tenia lugar una brusca maduración inmune humoral ya quelos
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títulos de anticuerpos en pollos inoculados a las 5 semanase

ran significativamente mayores que los de los estimulados alas

4 semanas. Estos autores concluyeron que la madurez inmunológi

ca en el pollo se alcanza alrededor de la quinta semanaciespués

de la eclosión pero continúa a través de la vida. Por otra par
te Van Meter y col. (8) demostraron que el primer anticuerpo

que aparece en estos animales, pertenece a la clase IgMel que

puede ser detectado alrededor de la tercera semanadespués de

la eclosión y luego la IgG entre la cuarta y quinta semana de

Vida. Leslie y Martin (9) en 1973 trabajando con embriones de

mostraron IgMen la bursa de embriones de 14 días de gestación

y otra inmunoglobulina a la que llamaron IgY (7,15) , a los 21

dias de gestación la que puede ser valorada 7 días más tardeeHI

sangre periférica. Los trabajos de Perey y col. (10) también

indicaron la presencia de IgA en células precursoras derivadas

de la bursa productoras también de IgG.

Varios grupos de investigadores (11) (12) (13), utilizan

do antígenos proteicos,bacterianos y glóbulos rojos adminis

trados a conejos en distintos momentosde su evolución, conclu

yeron que estos animales son también inmunológicamente inmadu

ros en el momentodel nacimiento y adquieren la capacidad del

adulto alredor de la cuarta semanade vida.

Otras investigaciones involucraron la estimulación
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antigénica en útero directamente, con lo cuál se evita la intg

rrupción de la preñez. Silverstein y col. (14) estimularon cor

deros fetales de 2 meses de gestación con variados antígenos y

encontraron que son capaces de sintetizar anticuerpos de la

clase 19s sólo hacia bacteriófagos,ferritinia y ovoalbúmina.
Los fetos bovinos de 164 dias de gestación pueden producir a

glutininas contra Leptospira saxkoebing pero los titulos de an

ticuerpos no alcanzan los niveles hallados en el adulto estimu
lado en las mismas condiciones y con el mismo antígeno (15).

Silverstein y col. (16) describieron la cinética de la respueg

ta primaria humoral en los fetos de monos Rhesus inoculados "in

útero" con glóbulos rojos de carnero entre 73 y 125 dias deages

tación. Se observaron dos picos máximos, valorando la respues

ta por células formadoras de anticuerpos, uno.al sexto dia y 9
tro entre los 15 y 20 días post-estimulación antigénica tanto

para IgMcomo para IgG, pudiendo provocar una respuesta secun

daria después de la segunda dosis antigénica. Los autores con

cluyeron que los fetos tienen ya la información genética incoE

porada en la línea germinal.

Merecenatención, los estudios realizados en marsupiales;

componenun modelo ideal para el estudio de la ontogenia de la

inmunidad ya que terminan su desarrollo embrionario fuera del
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útero materno y por lo tanto, en el momentodel nacimiento nin

gún sistema u órgano está bien definido, aunque cumplen algunas

funciones vitales. Kalmutz (17), usando bacteriófagos comoantí

geno encontró sintesis de anticuerpos ya a los 11 dias después

del nacimiento. Estudios adicionales fueron realizados por

La Vía y col. (18) y Rowlands y col. (19), los cuales demostra

ron la formación de anticuerpos en animales estimulados a partir

del octavo dia, momentoen el cual no es posible observar desa

rrollo del tejido linfoide ni en bazo ni en nódulos linfáticos.

La sintesis de anticuerpos se incrementa notablemente a los 20

días y aún más cerca del día 60, cuando aparece el tejido linfoi

de bien estructurado en el bazo,con células plasmáticas y nódu

los secundarios.Rowlands y col. (20) estudiando la respuesta in

munede la comadreja hacia el bacteriófago liz observaron que
los primeros anticuerpos detectables son del tipo 13s. La IgMa

parece más tarde, cuando los anticuerpos embrionarios han desa

parecido.

La secuencia típica de aparición ontogenética de anticuer

pos del tipo 19s seguida por la formación de anticuerpos del ti

po 7S ha sido reiteradamente confirmada en muchas especies de mi

miferos (21) (22) (23).

El estudio sobre la maduración de la respuesta inmune en

roedores ha sido encarado utilizando principalmente sistemas
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de transferencia celular de animales adultos inmunocompetentesa

neonatos singeneicos y viceversa, ya que es dificil valorar la

respuesta inmunebuscando anticuerpos circulantes en los embrig
nes. Mark y Dixon (24) estudiaron la sintesis de anticuerpos en

ratones neonatos usando proteinas solubles comoestimulo antigé

nico. Demostraron que en ratones recién nacidos, las células

transferidas del adulto singeneico desarrollan su función inmung
lógica aunque no en la misma magnitud que en el animal adulto.

Makinodan y Peterson (25) estudiaron la capacidad para formar an

ticuerpos de células esplénicas provenientes de ratones de dis

tintas edades, entre 1 semanay 29 meses, transferidas a receptg

res irradiados de 12 semanas de vida. Estas experiencias demos

traron que existe una gran deficiencia funcional en las células

linfoides provenientes de animales de una semana de vida ya que

la cantidad de anticuerpos formados era aproximadamente el 1%de

los niveles alcanzados en la etapa de la madurez inmunológica.

La capacidad inmunológica de estas células se incrementó rápida

mente entre la primera semana y el primer mes de vida y continuó

aumentando hasta que los dadores tuvieron 8 meses de edad.

En otros trabajos Bosma y col.(26), utilizando ratones li

bres de gérmenes comodadores, demostraron que ni la flora micro

biana normal ni la presencia de anticuerpos maternos son requisi
tos para el desarrollo normal de las células formadoras de
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-anticuerpos. Carter y Rector (27)estudiaron la respuesta a gló

bulos rojos de carnero (antígeno timo dependiente) en ratones

neonatos ya sea por estimulación directa o por ensayos detraqs
ferencia de células de bazo a receptores sigeneicos irradiados

valorando la respuesta por cuantificación de las células forma
doras de anticuerpos. Estos autores demostraron que las célu

las de bazo provenientes de ratones de 1 a 3 días de vida solo

respondieron cuando fueron transferidas junto con el antígeno

en receptores irradiados, esta respuesta fue mayorcuando las

células se transfirieron junto con células tímicas. Despuésdel
cuarto día obtuvieron respuesta positiva a partir de célulasde

bazo directamente,momento que coincide con la invasión espléni

ca de linfocitos derivados del timo. La magnitud de la respues
ta se incrementó muchomás después del décimo día simultánea

mente a la maduración del sistema procesador del antígeno. Con

cluyeron que la respuesta de los ratones, durante las dos pri

meras semanas del nacimiento depende de tres factores: la madu

ración de linfocitos B sensibles al antígeno, maduraciónde

linfocitos T y maduracióndel sistema procesador(ielantígeno.

Los trabajos realizados por Tyan y col. (28) indican que lascg

lulas formadoras de anticuerpos, en el ratón recién nacido tie
nen la capacidad genética de responder ya que las células

"stem" provenientes de hígado de embriones de 10 días de
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gestación son capaces de producir cantidades limitadas de Xfi5a

anti-GRCcuando se transfieren a adultos irradiados inmuniza

dos con GRC. El hecho de que normalmente no se detecten anti

cuerpos hasta 3 semanas después del nacimiento sugeriria que su

producción estaría activamente suprimida en el ratón reciénna

cido y en el neonato (29). Precisamente en el ratón se ha sugg

rido,para ciertos antigenos,la existencia durante los primeros

días de Vida de una verdadera interrelación entre células per
tenecientes al circuito supresor de la respuesta de anticuer

pos y otro sistema denominado por Green y Gershon contrasupre

sor (30 (31). Del predominio de uno y otro mecanismo depende

rïa en positivo o negativo la funcionalidad de las células.Co

mo lo demuestran los trabajos de Sherwin y Rowlands (32), la.ad

quisición de la capacidad de la respuesta inmuneno es al azar

sino que estaria determinada genéticamente, ya que existe u
na secuencial aparición de células B comprometidas,específicas

para distintos antigenos,cuyo patrón de respuesta es semejante

en ratones que comparten el locus H-2K. A pesar de que losratg

nes recién nacidos poseen la información genética para dar una

respuesta humoral, la heterogeneidad de dicha respuesta sólo se

alcanza entre los 7 y 10 dias después del nacimiento (33).

Rosenberg y Cunningham (34) midieron el momento de apariciónwde

la respuesta inmunehumoral transfiriendo células de higado de
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ratones de distintas edades a adultos irradiados. Encontraron

que, a diferencia de las células de bazo maduras y competentes

que tardan 4-5 dias, en producir la respuesta, las provenientes

de fetos de 15 días tardan 14 dias y las de ratones recién na
cidos 7 dias.

Tambiénen el hombre se han realizado estudios similares

a aquellos descriptos en animales de experimentación. En ellos

se demuestra que es posible inducir respuesta inmunológica en

el recién nacido si se utiliza el antígeno correcto. Desdela

década del 50 se conoce que niños recién nacidos pueden respon

der a antígenos comolos toxoides tetánico y diftérico (35),

vacuna anti-pertussis (36), virus de la poliomielitis (37) y

otros, asi comotambién son vulnerables a la infección por Her
pes simple, citomegalovirus y ciertos Coxsackie. Sin embargoes

interesante destacar que la intensidad de la respuesta no alcan

za a la obtenida en el adulto, pero es suficiente comopara prg
veerlos de cierto grado de inmunidadprotectora. Los estudios

minuciosos sobre la cronologia de la maduración de la respues

ta inmune en el hombre, han permitido la rigurosa elaboración

de los planes de vacunación existentes.

Si bien el desarrollo inmuneestaría determinado genéti

camente no puede descartarse comouno de los factores responsa

bles del estado final de maduración de la capacidad inmunológica,
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la influencia que ejerce la estimulación antigénica del medio
ambiente.

1.2.2. Desarrollo del tejido linfoide:

Se acepta que el sistema linfoide comprometidoen la res

puesta inmuneestá constituido por: 1) componentescentrales

relacionados con la diferenciación de las células linfoidespmi_
mitivas hasta su transformación en linfocitos capaces de reac

cionar con el antígeno y 2) un compartimiento periférioacuyas

células ya maduras pueden reaccionar inmunológicamente. El sis

tema linfoide central comprende a su vez: a) la médula ósea b)

el timo y c) un constituyente cuya inmunidad solo se estable

ció con certeza en las aves(bursa de Fabricio) pero que en los

mamíferos recibe el nombrede tejido equivalente a la bursa. El

sistema linfoide periférico comprende:a) los ganglios linfáti
cos, b) el bazo y c) el tejido linfoide intestinal.

Los linfocitos provienen de la médula ósea (higado fetal

o saco vitelino) donde se originan por división de las células

madres o "células stem". De alli migran a los órganoscentrales

donde madurany adquieren nuevas caracteristicas y funcionali

dad que los convierte en linfocitos B o T expresando en susmem

branas una serie de marcadores que los hacen fácilmente distin

guibles entre si.



_ 19 _

Los linfocitos T maduran en el timo y los B en labursa

de Fabricio, en las aves. La naturaleza anatómica del equiva

lente de la bursa en los mamíferos todavía no está suficiente
mente definida y se encuentra en discusión. Una vez completa

da la etapa de maduración, los linfocitos migran hacia los óE

ganos periféricos donde se alojan. La última etapa de la madg

ración y la verdadera activación de las células se cumplena

partir del contacto con un antígeno y/o por alguna otra señal

estimulatoria . Cuandoasí sucede, el linfocito B se transfor

ma en una célula plasmática productora de anticuerpos y ellip
focito T evoluciona hacia alguna de las funcionalidades cono

cidas, ayudador, efector, citotóxico o regulador.

Después del descubrimiento, hace aproximadamente lOaños

de células linfoides no T y no B denominadas según su funcio

nalidad, destructoras naturales (NK)y supresoras naturales

(NS), muchos adelantos se han hecho en cuanto a su modo de ag

ción,pero su linaje hematopoyético aún no ha sido estudiado

profundamente asi comotambién su aparición ontogenética.

El desarrollo ontogénico de los órganos linfoides, hasi
do objeto de numerosas investigaciones.

En todos los animales en los cuales se han realizado es

tudios comparativos, el timo es el primer órgano que se desa

rrolla comoun verdadero tejido linfoide. En el pollo<xmúenza
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a evidenciarse el componenteepitelial ya en el octavo dia de

gestación y aproximadamenteal 10° dia se observan estructu

ras lobulillares pero no se distingue médulade corteza ytres

días más tarde adquiere su desarrollo completo comoórganolin

foide (38). Existen 3 períodos de migración de células precuE

soras hacia el timo, durante el 6to , llro y 17m0dias de ges

tación (39) . Estas células penetran simultáneamente en la mg

dula y en la corteza, distribuyéndose uniformementeen el te

jido timico. Mas tarde ya se ubican en la médula y debajo de

la cápsula timica. La bursa de Fabricio comienza a esbozarse

a partir del mesénquimaal 7°dïa de gestación pero recién ha

cia el dia 18 presenta una estructura linfoide bien organiza
da (40).

El desarrollo burafl.esnfixflm>entre las 3 y 6 semanas de

Vida para comenzar luego a involucionar hasta la semana16(4l)

En el momentode la eclosión solo el timo y la bursa se dife

rencian comotejido linfoide. En el ratón el timo desarrolla

activnixí linfopoyética a partir del dia 14 de gestación ya«que

hasta ese momentoconsistía en una condensación de tejido me

senquimatoso (42). Los nódulos linfáticos y el bazo asi como

también el tejido linfoide intestinal no presentan una estrug
tura linfoide bien organizada hasta después del nacimiento.ff
to mismo sucede en otras especies de mamíferos comola ratapl
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hamster y el conejo (43).

1.2.2.1. Maduraciónde los linfocitos B

Trabajos realizados en pollos han demostrado que laspri
meras células portadoras de inmunoglobulinas intracitoplasmá—

ticas (IgMC)aparecen en la bursa hacia el día 12 degestación
Esta inmunoglobulina tiene en ese momentouna localización di
fusa; hacia el día 16 se localiza fundamentalmentealrededor

del núcleo y luego de la eclosión se la observa formandoves;

culas citoplasmáticas (44).

A diferencia de lo que sucede en los mamíferos, rm>exis

te en el pollo, un período prolongado de sintésis de cadenas

intracitoplamáticas (45). La secreción de IgMcomienza el día

18 de gestación (44).

En otros tejidos comoel bazo, las células portadoras

de inmunoglobulinas aparecen más tarde que en la bursa (41). En el

bazo durante los 10 primeros días de gestación no es posible

observar células que puedan ser clasificadas comolinfoidesEn

el dia ll, se encuentran células grandes, medias y pequeñaspg
ro la actividad linfopoyética de este órgano es baja hasta el
día 16 (38).

La bursectomía realizada alrededor del día 17 de gesta

ción conduce a una profunda deficiencia inmunegeneralizada.

Sin embargo aún realizada en estadios más tempranos del
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desarrollo es posible encontrar algunos vestigios de inmunidad

humoral (47), lo que sugeriria la posible existencia de otros

tejidos , en estos animales, en los cuales podría ocurrir tam
bién la maduración de los linfocitos B.

En los mamíferos la formación de linfocitos B no serestrin

ge a un simple tejido (48). Se habló de varios sitios posibles,

incluyendo la mismamédulaóseaptejidos linfoides intestinales

y el higado fetal.

La más temprana detección de linfocitos B es en órganos he

matopoyéticos tales comoel hígado y el bazo fetales. El desarrg

llo de células B a partir de células derivadas del saco vitelino

no ha sido estudiada suficientemente. Los principales adelantos

respecto a la maduración de linfocitos B en mamíferos fueron og

tenidos utilizando el ratón comomodelo experimental. Oweny col

(49) en estudios realizados con explantes de hígado y bazo feta

les murinos, han demostrado que células carentes de inmunoglobu

linas de superficie (Igs_) generaron células B IgMS+. Estos au
tores,en trabajos posteriores, demostraron también que la médula

ósea fetal es un importante sitio de producción de células B que

continúa aún en la edad adulta, mientras que el higado y el bazo

declinan en su función después del nacimiento (50).

Abney y col (51) propusieron un esquema en la maduración de

los linfocitos B del ratón basados en la expresión secuencial de
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inmunoglobulinas. La célula denominada Pre-B que es IgMC+apare
cería en el hígado fetal a los 12 días de gestación. Estas célu_
las alrededor del día 17 darían origen a linfocitos B inmaduros

que se caracterizan por poseer IgM en su superficie, carecen

del marcador Ia codificado por el complejo mayor de histocompati

bilidad H2(Ia-) (Ing+) y ser estimulables por mitógenos comoel
LPS.

En el momentodel nacimiento se encuentran en hígado y en

el bazo del ratón células B que presentan en su superficie IgM

acompañada ya sea por alguna de las subclases de IgG o IgA.Des

pués de 7 días se detecta además IgD en células de bazo y nódu

lo linfático. El cambio o "switch" de inmunoglobulinas de super

ficie puede ocurrir in vitro en ausencia de linfocitos T ayuda

dores en células con o sin IgDs (52). Las células B portadoras

del marcador genético Ia (Ia+) son pocas en número y poseen baja

densidad de este antígeno en los ratones recién nacidos; su ex

presión completa se produce algunas semanas después del nacimien

to (53). El antígeno Qa-2 también codificado por el H2 se encuen
tra solamente en células precursoras de la médula ósea del adul

to y no en tejidos fetales. Su expresión se completa 4 semanas

después del nacimiento. Algo similar ocurre con el antígeno de

la serie Ly, Lyb-2, el cuál no se detecta en células fetales pre
cursoras del linfocito B. Aunquese han detectado células Ig_Fc+
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en higado fetal (54) los niveles de esta célula no alcanzan los
hallados en el bazo del animal adulto hasta 4-6 semanas de edad.

El receptor C aparece tardïamente en la ontogenia y es apenas3

detectado antes de las 2 semanas. Los niveles del animal adul

to se alcanzan entre las 2 y 4 semanas de edad. Por lo tanto,la

formación de células B en tejidos fetales tiene lugar a través

de procesos diferentes a los que ocurren en la vida adulta. Esto

ha sido confirmado recientemente por Landreth y col, (55) util;

zando un anticuerpo monoclonal dirigido hacia antígeno 14.8 pre
sente en células B y en sus precursoras. Asï pudieron obtener

una suspensión enriquecida de células precursoras y de linfoci

tos B y compararon la linfopoiesis del animal adulto y del em

brión. Comprobaronque las células precursoras provenientes del

hígado fetal de 16 dias que son 14-8+ Igs-/¿¿C+ abarcan solo el
1%de las células totales y son grandes y con núcleos lobulados.

A los 19 días ya ocupan el 30%y han disminuido de tamaño seme

jándose a las células precursoras del animal adulto las que se

encuentran ocupando el 50%.

1.2.2.2. Maduraciónde linfocitos T

En los últimos 10 años el empleo de sueros específicos di

rigidos hacia los determinantes antigénicos de membranaThy-1,

TL, y de la serie Lyt ha permitido estudiar la ontogenia del



_ 25 _

linfocito T y diferenciar sus distintas subpoblaciones.

Oweny Ritter (56) utilizando técnicas de citotoxicidad

e inmunofluorescencia demostraron que las células "stem" migran

hacia el epitelio tímico alrededor del día ll de gestación y ya

en el día 13 es posible identificar células Thy-1+. Tyan (57)

demostró que estas células "stem" provienen principalmente del

hígado fetal y ya están presentes antes de la aparición del ti

mo. A partir del día 14 hay una proliferación celular exponen

cial y se detectan linfocitos portadores en su superficie de an
tígeno de la serie Ly en timo y ya en el día 19 están expresa

dos en niveles semejantes a los del ratón adulto, mientras que

los niveles de TL son mayores y los de los antígenos codificado

por el H-2 son menores (58). En el período intratímico los dete

minantes antigénicos de membranaLy l, 2, 3 se expresan simulté
neamente en los timocitos . A los 7 días de vida los linfocitos

+ + + . . .Lyl , 2 ,3 pueden ser detectados en bazo. Estos linfoc1tos in

maduros Ly1+ 2+ 3+ pierden algunos de sus antígenos y conservan

otros conformandodistintas subpoblaciones linfocitarias liga
das a diferente funcionalidad (59).

Olson y col. (60) estudiaron el desarrollo postnatal de q

lulas T Qa-4+ ó Qa—5+,antígenos que están expresados sobre lin

focitos periféricos. Comienzana detectarse en bajos niveles en

el momentodel nacimiento, incrementándose hasta alcanzar
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la concentración del animal adulto entre 4 y 6 semanas.

1.2.3. Desarrollo ontogenético de la respuesta inmunemediada

por células.

Luego del nacimiento de la inmunología a fines del siglo

pasado y de delimitar su complejidad se desarrollaron una serie

de trabajos experimentales destinados a estudiar la respuesta

inmune. En la década de 1920, Freund (61) (62) estudió detalla

damente la reacción del cobayq,sensibilizado con bacilo tuber
culoso muertq,a la inyección intradérmica de tuberculina descrip
ta casi 40 años antes por Koch(63). Demostró que esta reacción

era negativa o muy pobre en animales de menos de un mes de edad

en comparación con la del cobayo adulto. Sin embargo se sensibi

lizaban cuando recibían una inyección intraperitoneal de tuber

culina de la mismamanera que los cobayos adultos tuberculosos.

Estos resultados fueron también corroborados por Salvin y col

(64). Es evidente entonces que la deficiencia del cobayo recién

nacido no atañe el mecanismode sensibilización sino a las carag
terïsticas anatómicasy fisiológicas de la piel del animal joven

Trabajos posteriores realizados y en otras especies inclusive en
el hombredemostraron resultados similares (65) (66).

Estudiando la ontogenia del rechazo de injerto de piel,las

experiencias indicaron que la capacidad del rechazo se adquiere

más precozmente que la mayoría de los fenómenos inmunológicos,
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y,dependiendo de la especie animal puede ocurrir antes del naci

miento (67) (68) o después (69). Cohen y col. (70) demostraron

que el timo del ratón recién nacido es inmunológicamentereacti

vo contra antígenos de transplante. Goldstein y col (71) ensaya

ron la reacciónüinjerto contra huéspedflenadultos irradiados que

habían sido transferidos con célula de timo o bazo provenientes

de ratones no natos desde los 19 días de gestación. Estas expe

riencias apoyaron los resultados de Coheny demostraron que las

células T esplénicas adquieren cierto grado de competencia in

munológica,para determinados antígenos entre el 3ro y 4to día

post-natal que incrementa con la edad (72)alcanzando los niveles

máximos a los 30-60 días de vida (73).

Papiernik y col. (74) sugirieron que la maduración se rea

liza bajo control humoral tímico. Los timocitos de ratones neo

natales también son capaces de responder "in vitro" a células a

loeisogeneicas (75) y a mitógenos (PHAy Con A), aunque los nive

les del adulto no se adquieren hasta las 3 semanas de vida (76).

Chiscon y Golub (77) examinando la maduración de las célu

las T en términos de su habilidad para colaborar como "ayudado

ras" en la producción de anticuerpos anti-glóbulos rojos de car

nero demostraron que ésta se adquiere a las 48 hs. después del

nacimiento pero alcanza niveles del adulto entre los 8 y 10 días

aunque la respuesta a antígenos T dependientes es detectable
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después de la primera semana de vida. Raybourne y col (29) prg

pusieron que la carencia de respuesta.en. los primeros tiempos.

post-nacimiento se deberia a la presencia, en los ratoens re

cién nacidos, de células supresoras inespecíficas. Estudios pos
teriores realizados por Muraokay Miller (78) caracterizaron

fenotipicamente esta población celular demostrando que son célu

las Thy-l- Igs_, resistentes a 1a radiación, que se detectan en

el hígado fetal a los 13 días de gestación. En el momentodel

nacimiento, el 80%de las células mononucleares de bazo portan

este fenotipo mientras que a los 30 dias de vida el porcentaje

se reduce al 20% (79).

1.2.4.Tolerancia inmunológicagy maduración

Un camino adicional para estudiar la ontogenia de la inmu

nidad es considerarla en términos de la susceptibilidad para la

producción de tolerancia inmunológica. Este fenómenotuvo su o

rigen en las observaciones de Owenen 1945 (80) de que terneros

gemelosunivitelinos presentaban en circulación, sin alteración
alguna,dos grupos sanguíneos diferentes. Su interpretación fue

que los gemelos habian intercambiado precursores celulares san

guíneos durante la vida fetal aceptándolos comoinjertos funcig

nales. Ambosaceptaban mutuamente injertos de piel aunque rechg
zaban los de sus padres o de hermanos de diferente camada.
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La susceptibilidad para la inducción de tolerancia varia

de especie a especie, de cepa a cepa, de la naturaleza y dosis

de antígeno asi comotambién de la ruta de administración. En

determinadas condiciones puede ser producida en la edad adulta

comolo demuestran los trabajos de Dresser (81), pero la faci

lidad de inducir un estado de tolerancia está inversamente rela
cionada al desarrollo del tejido linfoide. La mayorfacilidad

para la producción de tolerancia corresponde al periodo embrio

nario y neonatal y su duración es variable dependiendo de la es
pecie y naturaleza del estimulo. Se ha sugerido que la toleran

cia a lo propio se genera durante este período critico.Fïiahun

(82) propuso que la intensidad y duración de la carencia de res

puesta está relacionada a la concentración del antígeno en las

células linfoides. Demostróque la transferencia de células de

bazo de ratones normales a neonatos inoculados con una dosis to

lerizante de Shigella paradysenteriae impide el establecimiento
de la no respuesta debido al incremento en el número de células

disponibles para el antígeno. Los trabajos de Neeper (83) pare

cen indicar que la inducción de tolerancia en el adulto resulta

de la destrucción de células inmunológicamentecompetentes. Es

tos resultados se interpretaron en favor de la teoria de la to

lerancia inmunológica por aborto clonal (84). La diferencia es

cencial entre ratones madurosy recién nacidos por lo tanto,
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estaria en el número relativo de células inmunológicamente com

petentes disponibles.
Cuando se desarrolla un estado de tolerancia pueden com

prometerse linfocitos T o B o ambos, aunque las células T son

más facilmente inducibles que las B. Por otra parte Nossal y

Pike (85) demostraron que los linfocitos B de animales inmadu

ros son más facilmente inducibles que los provenientes de ani

males maduros. Los trabajos realizados por Venkataraman y Scott

(86) tratando de explicar los mecanismosde la tolerancia en la

edad adulta y neonatal, demuestran que en estos últimos existe

una eliminación clonal de células especificas para ese antígeno

cuando son inoculados con dosis tolerigénicas.

Todas estas teorias han sido objetadas frente a la eviden
cia surgida de recientes estudios que indican la presencia de

mecanismossupresores activos en la inducción de la tolerancia

neonatal. Ya han sido muybien descriptos en el ratón adultocir
cuitos supresores especificos que regulan negativamente la res

puesta hacia varios antígenos principalmente haptenos a través

de factores producidos por las distintas subpoblaciones de cé

lulas T supresoras interactuantes (87). Okaday Strober (88) de
mostraron la presencia de células T supresoras inespecificas en
la médulaósea de ratones recién nacidos las cualesactivarïan

la formación de células T supresoras especificas y responsables
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de la supresión de la actividad T citolítica. Estas interaccio

nes reguladoras explicarían la facilidad de inducción de toleran
cia " in vivo" en el recién nacido.

Otros investigadores han propuesto la existencia de facto

res séricos supresores en los animales recién nacidos. En este

aspecto Gershwiny col (89) estudiaron el efecto de la °(-feto

proteína, una proteína sérica presente en alta concentración en

el suero de ratones recién nacidos y de embriones y en baja con
centración en los animales adultos.

Estos autores demostraron que produciría la generación de

células T supresoras esplénicas sensibles a la cortisona. Tam

bién se encontró que la cX-fetoproteina actuaria sobre monoci

tos activadores de linfocitos T supresores (90). No se puede de

jar de lado los trabajos de Green y Gershon ya mencionados (30)

(31) los cuales ponen en evidencia la existencia, en el ratón

adulto de células T contra-supresoras. La falta de capacidad fun
cional en estas células en el recién nacido podria ser otro me

canismo que explicaría también la facilidad de inducción de to
lerancia en estos animales.

Son muchos los mecanismos que pueden explicar las diferen
tes susceptibilidades a la inducción de tolerancia en animales

adultos y neonatos. Es probable que más de uno esté involucrado

en el desarrollo del estado de tolerancia lo que dificulta el
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estudio de cada uno de los sistemas. En la actualidad sonnmchos

los grupos de trabajo que están tratando de profundizar en este
tema.

1.2.5. Inmunobiologïade la relación materno-fetal:

Unade las paradojas inmunológicas más dificiles de expli

car es que los fetos de los mamíferos que presentan un set inmu

genético de antígenos del padre, extraños a la madre, sobrevi

van al período de gestación intrauterino sin rechazo, aunquela

madre sea capaz de rechazar injertos provenientes del padre.

Medawar (91) en 1954 tratando de explicar esta paradoja formuló

una serie de hipótesis:

- el feto no es inmunogénico y por lo tanto no induce una res

puesta inmunológica materna.

- la preñez altera la respuesta inmunológicamaterna.

- el útero es un sitio privilegiado inmunológicamente.

—el feto no es aún inmunológicamente competente.

Estas hipóteSiShan originado el análisis critico de los in
vestigadores para llegar a un entendimiento de este fenómenotan

complejo.

Una vez que se ha producido la fecundación, el blastocito

migra protejido por las secreciones mucoideas hasta su implanta
ción. En el ratón existen evidencias que el blastocito es
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inmunogénico ya antes de su implantación (92) y se ha comproba

do que existen inmunoglobulinas maternas que se unen al blasto

cito (93) cuyo papel biológico no está claramente definido.

Los resultados obtenidos acerca de la inmunogenicidad del

trofoblasto son contradictorios. En la placenta se ha comproba

do la existencia de antígenos específicos capaces de originar

una respuesta inmune responsable de abortos espontáneos (94).

Los antígenos de histocompatibilidad aparecen en las celu
las internas del embrión de ratón a las 96 hs. post fecundación

(92). En otras especies también se han detectado antígenos feta

les durante el período de gestación que provocan en la madre el

desarrollo de anticuerpos comolos bien conocidos anti-Rh,anti

HLAen el hombre cuyos títulos incrementan con los sucesivos em

barazos.Se ha descripto una IgG (95) dirigida contra antígenos

HLA-D,los cuales están involucrados en el inicio de la sensibi

lización de linfocitos efectores,hecho que contribuiría a la su
pervivencia del feto actuando comoanticuerpos bloqueantes.

Una serie de trabajos han demostrado que las células ma

ternas están claramente sensibilizadas hacía antígenos paternos

¿porqué el feto no es entonces rechazado inmunológicamente por

la madre ?. Muchasteorías se han elaborado al respecto.

El útero podría ser considerado un sitioinmunológicamente

privilegiado debido al escaso drenaje de linfocitos lo que
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explicaría por qué, el feto, no es rechazado dentro del útero cg

mo cuando se implanta en otros tejidos (96). Sin embargo es posi

ble inducir respuestas inmunes locales en el útero de algunos a

nimales de laboratorio. Beer (97) ha sugerido que en el emxuazo,

los linfáticos que drenan el útero podrian generar células T su

presoras o anticuerpos bloqueadores. Algunos autores hanpropues

to que las hormonas/cuya concentración aumenta en el períodogeg

tionalytienen efectos inmunosupresores, seria el caso de los es
trógenos (98) y de la progesterona (99). Altas dosis de estas

hormonas también son capaces de inhibir la respuesta inmune hu

moral (100). Glicoproteinas asociadas a la preñez,como CKZ'mg

croglobulina, /5l-glicoproteina, y cx- fetoproteina que es un'
componente normal del fluido amniótico y del suero fetal en mu

chas especies (101), tienen también efecto supresor sobre lazres
puesta inmune (102).

Kaliss y Dagg (103) sugirieron que ciertos anticuerpos

humorales presentes en el suero materno dirigidos especificamen

te hacia antígenos fetales,al bloquear sus determinantes antigé
nicos facilitarian el crecimiento celular . En ausencia de esos
anticuerpos las células fetales serian rechazadas.

Los trabajos realizados por Wegmanny col. (104) demues

tran que la placenta actua comouna barrera inmunoadsorbente es
pecífica e inespecïfica para anticuerpos dirigidos contra los
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antígenos de histocompatibilidad paternos presentes en el feto.

Wegmann(105) utilizando anticuerpos monoclonales específicos

para antígenos paternos consiguió la unión a la placenta de es

tos anticuerpos,no solo a través del fragmento FC sino también

utilizando el fragmento F (ab')2. Es debido a este secuestro
placental el hecho de que no se encuentren anticuerpos citotóxi

cos dirigidos contra antígenos fetales en la sangre neonatal
(106).

El suero normal de mujeres multíparas inhibe la prolifera

ción en las reacciones de MLR( Mixed LymphocyteReaction)entre

linfocitos de origen materno y paterno y también la producción

de MIF (factor inhibidor de la migración de los macrófagos) a

través de "un factor" caracterizado comoIgG (107). Estos anti

cuerpos son citotóxicos para células B y han sido eluídos de la

placenta humana (108). Chaouat y Voisin (109)describieron tam

bién en hembras multíparas la presencia de células T supresoras

que inhiben la MLRentre células maternas y paternas. Reciente

mente se ha demostrado que células trofoblásticas o algunos de

sus productos tienen efecto inhibidor sobre varios tipos de cg

lulas citotóxicas que son potencialmente/para el feto,peligro-q
sas (110).

Se puede concluir a partir de todos estos resultados/que
serían varios los mecanismosque asegurarían la supervivencia
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del feto en el útero materno.

Unaspecto muyimportante a considerar en esta interrela

ción es la transferencia pasiva de anticuerpos de la madre al

feto. En todas las especies de aves y mamíferos estudiadas, hay

mecanismosprovistos por la naturaleza que aseguran la transfe

rencia de proteinas inmunológicamenteactivas de la madre al re

cién nacido. Los primates incluyendo al hombre, difieren de las

otras especies en que la transferencia- de las K- globulinas

se produce a través de la placenta mientras que en el conejo,

cobayo y rata tienen lugar también a través del saco vitelino

(111). En el pollo se realiza via el epitelio folicular del em

brión de 4-5 dias de vida y a través del saco vitelino en el em

brión tardío (112). En el porcino y bovino, no ha podido eviden

ciarse la transferencia<de -globulina al feto. La transmisión

más importante, en estos animales, se realiza a través delcalog
tro. En roedores la leche materna es también una vía significa

tivamente importante de transferencia pasiva de inmunidadal fe

to. Por lo tanto, cuanto menos número de capas tenga la placen

ta mayor importancia cobra la vía transplacentaria en la trans
ferencia de inmunidad.

Muchosgrupos de trabajo han concluido que las inmunoglo

bulinas que tienen la capacidad de ser transmitidas al feto per

tenecen a la clase IgG. El mecanismo por el cuál esta immnmgyg
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hflina atraviesa los tejidos fetales consta de dos pasos: 1)re

conocimiento por receptores presentes en su membranayrposterior

unión a ella 2) translocación activa. Estudios realizados‘en cg

nejos han demostrado que la IgG se une a través de la regiónCH2

de su fragmento FC a receptores especificos presentes sobre la
superficie celular endodérmicadel saco vitelino y luego por en
docitosis, seguida por transporte a través de la célula, es li
berada a los vasos sanguíneos del mesodermovascularizado (113

Por otra parte la placenta actuaoomounabarrera selectiva. al trá

fico celular entre la madre y el feto (114).

La principal inmunoglobulina presente en el calostro de

muchas especies estudiadas es la IgA (115) (116) (117) la cuál

es sintetizada por células plasmáticas locales cuyos precurso
res se originan en el tejido linfoide asociado al intestino

(118). Enel calostro hay un componente celular que en el hombre es

tá constituido en su mayoría por macrófagos, leucocitos polimor
fonucleares y aproximadamente 10%de linfocitos T y B cuyo pa

pel biológico no se conoce con exactitud. Aparentemente los lia
focitos T pertenecen a un subset seleccionado y difimïmtehdelos

encontrados en sangre periférica (119). No son concluyentes los

resultados obtenidos acerca de si estos linfocitos pasan o no

por el epitelio intestinal del recién nacido y ejercen en él al
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guna función inmunológica.

Las inmunoglobulinas llegan a la circulación del feto y
del recién nacido a través de las células endodérmicasintesti

nales por proceso de pinocitosis (120).

En las ratas lactantes, se ha encontrado IgA proveniente

de la leche materna en el primer tercio proximal del intestino

delgado y aparentementesus südosde unión a la membranade las

células intestinales difieren de los sitios en los cuales se g
ne la IgG (123).
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Algunas de las preguntas básicas de la inmunología pue

den llegar a responderse con un estudio detallado del desarro

llo de la inmunidad en términos ontogenéticos. La rata es uno

de los animales más empleados en los trabajos experimentales

y sin embargo, a diferencia del ratón, no es posible encontrar

en la bibliografía suficientes datos que permitan un conoci

miento adecuado de la evolución ontogenética de su maduración

inmunológica.
Comose trató en la sección anterior son muchos los as

pectos relacionados con este tema.

Un estudio profundo que abarque el amplio espectro de in

terrelaciones celulares, adquisición de la capacidad de produ
cir una respuesta tanto humoral, comocelular, a distintos

antígenos, posibilidad de inducir un estado de tolerancia,madu
ración de todos los elementos que intervienen en una respuesta

inmune,habilidad para iniciar o expresar respuestas alérgicas,

conocimiento de la relación materno fetal tanto en lo que se re

fiere a transferencia pasiva de anticuerpos por tejidos feta
les y/o por leche comodeterminar la influencia de dicha trans

ferencia en la capacidad de los neonatos de desarrollar una res
puesta activa,utilizando comomodelola rata, es un trabajo ar
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duo y muyextenso. El objeto de esta tesis fue tomar algunos

aspectos de estos problemas, iniciar su estudio detallado y

con ello obtener bases de comprensión mínima que sin duda po

drán ser ampliados empleando técnicas y metodología más preci

sas, que el acelerado avance de la inmunología nos provee.

Estudios desarrollados en esta tesis comprenden:

2.1. Estudio de las proteínas séricas

Un completo conocimiento de la química, fisico química

y propiedades inmunoquímicasde las proteínas del suero son

un prerequisito para lograr el entendimiento de sus procesos

patológicos y fisiológicos.
El análisis de las proteínas séricas normales en las ra

tas será un estudio previo para comprender las eventuales mo

dificaciones relacionadas con la edad con especial referencia

a las inmunoglobulinas.

2.2; Maduración de la respuesta inmune humoral

En el estadío embrionario y en el período neonatal, los

animales son deficientes inmunológicamente. Sin embargo, se ha

demostrado que utilizando determinados antígenos es posible en

algunas especies inducir la producción de anticuerpos activa

mente. En este trabajo se emplearon diversos antígenos con ca

racterísticas diferentes para determinar con cada uno de ellos
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la edad en la cual la rata adquiere la capacidad de desarro

llar una respuesta inmune humoral. Se conoce en esta respues

ta la participación de las células T ayudadoras en la forma

ción de anticuerpos dirigidos hacia glóbulos rojos de carnero

(GRC)y hacia Albúmina Sérica Bovina (ASB), antígenos que se

clasifican en este caso comoTimo-dependientes. Unode ellos

particulado y por ende con mayor antigenicidad y otro soluble.

La respuesta hacia estos antígenos depende ademásde la parti
cipación de células auxiliares comopor ejemplo los macrófa

gos. Por el contrario, la respuesta hacia otro grupo de sus

tancias antigénicas clasificadas comoTimo-independientes, de

pende sólo de la actividad de las células B. En este trabajo
se empleó un lipopolisacárido componentede la pared celular

de Escherichia coli comoantígeno Timo-independiente.

2.3. Inducción de tolerancia:

Es bien conocida la mayor facilidad en el desarrollo de

un estado de tolerancia ligada a la inmadurez del sistema lin

foide. Unode los objetivos de este trabajo fue comenzar el es
tudio de la posibilidad de desarrollarla en la rata neonatal

y las posibles modificaciones que pueden surgir en la respues
ta al variar las dosis y las Vías de administración del antí

geno empleado.
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2.4. Desarrollo de la capacidad de iniciar y/o expresar reac

ciones de hipersensibilidad.

Son muchos los elementos que participan en este tipo de

reacciones. Un conocimiento profundo de la capacidad de ini

ciarlas y/o expresarlas implica entre otras cosas el estudio

de la maduraciónde la rata para desarrollar anticuerpos espe
cificos al antígeno, la distribución y maduraciónde elemen

tos celulares que intervienen/el nivel de complementosérico
disponible y su variación según la edad de los animales, y por

último la integridad de los componentesde la piel que permi

tan expresar la reacción cutánea. En este trabajo se encararon

casi todos estos aspectos para poder determinar en qué momen

to,la rata es capaz inmunológicamentede expresarlnuareacción

positiva y con los resultados obtenidos se sugieren las posi

bles causas de incapacidad.

2.5. Maduración de la respuesta inmunecelular:

Unejemplo tipico de respuesta de base celular es la lla

madahipersensibilidad de contacto cuya iniciación depende de

la sensibilización de linfocitos T,y su expresión de la capaci_
dad de estas células de desencadenar los mecanismos que condu
cen a la reacción.

Para este estudio se empleó una sustancia hapténica am
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pliamente utilizada comoes el 2,4-Dinitro—l-fluorbencenou»EBL

El DNFBes una sustancia química que unida a las proteínas déE

micas ("carrier") es capaz de sensibilizar el organismo.

2.6. Estudio de la diferenciación celular:

La capacidad de un organismo de responder a un antígeno

determinado depende, entre otros factores, de la interacción

de distintos tipos celulares que se diferencian por caminos se
parados. Unode ellos mediado por el pasaje por el timo(linfo

citos T) y el otro por la bursa de Fabricius en las aves o su

equivalente en los mamíferos (linfocitos B). Ambasclases de

linfocitos pueden ser identificados por marcadores antigénicos

característicos presentes en la membranacelular que se adquig
ren durante el proceso de maduración. La cuantificación, dis

tribución y maduración de estos tipos celulares son conocimien
tos necesarios para comprender los procesos que controlan la

aparición de la competencia inmunológica.

2.7. Relación Materno-fetal: Inmunidadpasiva natural

La transmisión de anticuerpos de la madre al feto tiene

importancia desde el punto de vista ontogenético fundamental—

mente por dos aspectos:

1) Los anticuerpos proveen protección inmunológica pasiva al
recién nacido y esta protección inmunetiene lugar hasta que
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los animales adquieren su propia competencia y responden en

forma activa a una estimulación antigénica.

2) La presencia de anticuerpos especificos derivados de la ma
dre influye sobre el desarrollo de la respuesta inmunológica

activa en los animales jóvenes.

El objetivo de esta investigación fue estudiar la trans
ferencia de anticuerpos de ratas inmunizadas al feto y al ani

mal lactante ya sea por tejidos fetales y/o leche, para deter
minar la importancia de cada una de estas vias en la inmunidad

pasiva natural.

Las pautas experimentales a seguir en el estudio de cada

uno de los aspectos mencionados fueron determinadas primeramen

te en el animal adulto con el fin de utilizarlo comoparámetro

de comparación, en las experiencias diseñadas con ratas lactan
tes. Se consideró que un animal de tres meses de vida no solo

es inmunológicamente maduro sino que es ese periodo el de acti

vidad máximadesde el punto de Vista inmunológico ya que está

comprobadoque el sistema linfoide de la rata a partir de los
' cuatro meses de vida comienza su involución (124).

Con la edad, el timo va disminuyendo de tamaño y peso
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mientras que el bazo lo va aumentando pero ambos disminuyen

en igual medida su número de células por gramo de peso. Esto

implica, por lo tanto, una declinación a partir de ese momen_
to de la reactividad inmunológica.

Las primeras experiencias fueron realizadas en ratas de

la cepa Wistar de exocria que era mantenida y reproducida en

los bioterios de la Cátedra de Microbiologia, Parasitología

e Inmunología de la Facultad de Medicina,UBA. Posteriormente

al ser adquirida comercialmente a Simonsen Lab, Inc; Gilroy,

USA,la cepa endocriada Buffalo/Sim la mayoria de los traba

jos se realizaron en esta cepa genéticamente pura. Es bien sa
bido que una línea de estas características presenta un 98

99%de homocigosis y por lo tanto la reproducibilidad y homo

geneidad de los resultados es altamente superior. Por esta ra
zón, algunos de los aspectos de este trabajo fueron estudiados

empleandoesta cepa, principalmente aquellos en los cuales se

debia realizar transferencia singeneica de células.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

3.1.1. Ratas

Se utilizaron para las experiencias dos cepas de animales:

Wistar, de exocrïa y Buffalo/Sim (Simonsen Lab, Inc; Gilroy, USA),

de endocrïa, mantenidas y reproducidas en el bioterio de la Cá

tedra de Microbiología, Parasitología e Inmunología, de la Fa
cultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires. Los animales se

mantuvieron alojados en cajas plásticas o de acero inoxidable

_hasta el momentodel destete y luego fueron transferidos a jaulas
especialmente diseñadas para tal fin en grupos de diez animales

como máximo. Las hembras preñadas se controlaron dos veces por

dia para consignar con exactitud la fecha de parición. Todos los

animales fueron alimentados con Purina, alimento balanceado co

mercial y agua "ad libitum".

3.1.2. Conejos

Blancos de alrededor de 3 Kgs de peso, de origen comercial.

3.1.3. Carnero

Raza criolla de 12 a 18 meses de edad, fue donado por el

INTA(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria). Los gló
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bulos rojos de carnero (GRC)utilizados a lo largo de todas las

experiencias procedieron del mismoanimal.

3.1.4. Cabra

De 12 a 18 meses de edad, de origen comercial.

3.2. ANTIGENOS (Ag) Y DISEÑO EXPERIMENTAL

3.2.1. Particulados

3.2.1.1. Glóbulos Rojos de Carnero

Fueron obtenidos a partir de la vena yugular del carnero,

colocados inmediatamente en Solución Alsever y almacenados a 4°C.

Se usaron en todos los casos, dentro de los 30 dias de su extrac

ción. Previo a su empleo en los distintos experimentos, fueron

lavados tres veces con Solución Fisiológica (SF), contados en

una cámara de Neubauer y diluidos a la concentración deseada.

Este Ag fue utilizado en ratas Buffalo/Sim en una serie de

experiencias para estudiar el desarrollo de la capacidad de los

animales de formar anticuerpos (Ac). Se investigó la respuesta

sérica y se cuantificaron las células formadoras de Ac (CFA).

Además, se determinó la respuesta primaria y secundaria. Estas

experiencias fueron desarrolladas en ratas adultas y de diferen

tes edades con diseños experimentales que se detallan a continua
ción:
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I) Ratas de 3 meses de vida, consideradas adultas, se emplearon

comopatrón a lo largo de las experiencias del trabajo. Por lo
tanto todos los valores obtenidos con animales de diferentes eda

des fueron comparados con los encontrados en la rata de 3 meses

de vida. Los animales se inocularon con 109 GRC,un lote por vía

sub-cutánea (sc) en la almohadilla plantar y otro lote, por vía

intraperitoneal (ip). La respuesta humoral fue valorada por he

maglutinación directa a partir de sueros obtenidos los dias 4,

8, 14, 18, 22, 28, 35 y 42 post-inoculación (pi).

II) Ratas de distintas edades fueron inoculadas con 109 GRCpor

via ip o por via sc en la región cervical. La respuesta humoral

fue valorada por hemaglutinación directa los días 7 y 14 pi.

III) Para determinar si la carencia de respuesta observada en las

ratas inoculadas durante los primeros días de vida siguiendo el

esquema anterior se debia a una inmadurez del aparato inmuno

competente o si se creaba un estado de tolerancia se probó en

ratas de 2 dias de Vida el siguiente esquema:

Días de vida 0 2 9 16 23 30I I l I I I M
Ag GRC GRC EXPERIMENTAL

Dias pi +7 +14 +7 +14
(1ra) (1ra) (2da) (2da)

S S S S

S: sangrado para valoración de Ac.
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Ï6 ?3 'Ï’O GRUPO

GRC CONTROL

+7 +14

s s

Comosurge del esquema presentado, los animales recibieron

dos inoculaciones del antígeno a los 2 y 16 días de Vida. Se em

plearon como dosis inmunizantes 109, 107 o 105 GRCpor via ip o

109 GRCpor Vía sc. La respuesta humoral fue valorada por hemaglu

tinación directa los dias 7 y 14 luego de cada inoculación. Grupos

de animales que recibieron una única inoculación a los 16 días de
vida sirvieron comocontrol.

En todos los tiempos que se detallan en los esquemas I, II

y III, los animales se sangraron ya sea por decapitación o por

punción cardiaca según la edad. Se emplearon tres a cinco ratas

por tiempo y los sueros fueron titulados individualmente.

IV) Ratas adultas y de 2 dias de vida fueron inoculadas con 109

GRCpor via ip. Los dias 5, 7, ll, 14, 18 y 21 pi se sacrificaron

cuatro animales de cada grupo por tiempo para valorar la formación

de Ac por cuantificación de las células esplénicas formadoras de

Ac (CFA)según la técnica descripta en el punto 3.3.1.2.

V) Ratas de 2 dias de vida recibieron una primera dosis de 109

GRCpor via ip y 14 dias más tarde se les administró una segun

da inoculación con la misma dosis y por la misma via. Otro gru
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po de la misma edad (16 dias de vida) que no habia recibido la

primera inoculación de antígeno sirvió de control. Las CFAfue

ron valoradas antes de la segunda inoculación y a los 5 y 7 dias

después de la segunda,

po por tiempo.

Dias de vida

Ag

Dias pi

3.2.2. Solubles

utilizando cuatro animales de cada gru

2“ 16 21 23
' ' ' ' GRUPO

GRC GRC W
+14 +5 +7
(1ra) (2da)(2da)
CFA CFA CFA

16 21 23
' ' ' GRUPO

GRC M
+5 +7

CFA CFA

3.2.2.1. Albúmina Sérica Bovina (ASB)

(SIGMA,Chemical Company, St. Louis, Mo.) Fracción V en

polvo. Para obtener la concentración deseada fue diluïda con

buffer fosfato salino (PBS).

Se llevaron a cabo dos grupos de experiencias:

VI) Con el objeto de determinar la dosis de ASBa utilizar en r
el estudio de la maduración inmunológica de la rata hacia este
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Ag se emplearon dos lotes de ratas Wistar adultas de 3 meses de

vida las que se inocularon por vía sc en la almohadilla plantar

con 5.000/ugrs y SGO/mgrsrespectivamente de ASBemulsificada en
Adyuvante Completo de Freund (ACF) (128). Los animales fueron

sangrados por la vena de la cola los días 12, 19, 26, 32, 38, 45

y 53 pi, empleando tres ratas de cada grupo por tiempo.

VII) Ratas Wistar de distintas edades, se inocularon por via sc

en la almohadilla plantar con SOQ/ugrs de ASBemulsificada en ACF.
Cuatro a cinco animales por tiempo fueron sangrados por punción

cardiaca los días 14, 27, 39 y 49 pi.

En todos los casos, los sueros fueron procesados individual

mente a fin de determinar por hemaglutinación pasiva (ver 3.3.2.)
la cinética de formación de Ac.

3.2.2.2. Lipopolisacárido (LPS)

(SIGMA,Chemical Company, St. Louis, Mo.) de Escherichia

coli, serotipo N°0127=B8extraido con fenol. Se preparó una solu

ción madre del Ag (129). Para ello, 10 mgrs de LPS fueron disuel

tos en l ml de agua destilada estéril; la solución fue colocada

en un baño de agua a 100°C durante 2' y luego diluïda con 9 ml

de PBS estéril a pH 7 para dar una concentración de 1 mgr/ml. La

solución fue fraccionada y guardada a -20°C. En el momentode u

sar fue diluido en PBS pH 7.
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Con la finalidad de estudiar la maduración de la respues

ta humoral hacia este Ag, ratas Wistar de distintas edades fue

ron_inoculadas con 10/Mgrs de LPS en PBS pH 7 por via ip. Cua
tro a cinco animales por tiempo, de cada grupo etario, fueron

sangrados por decapitación o por punción cardiaca segun la edad,

los días 3, 6, 8, 13, 17, 21 y 31 pi para valorar el título de

Ac anti-LPS por hemaglutinación pasiva (ver 3.3.3.). Los valores

obtenidos para cada edad, se compararon con los títulos de Ac

observados en los mismosdías post estimulación antigénica en los
animales de 3 meses de vida.

3.2.2.3. 2,4-Dinitro-l-fluorbenceno (DNFB)

(BDH,Laboratory reagents). Fue diluido a la concentración

deseada en una solución de acetonazalcohol (4:1) comose descri

bió en un trabajo previo (130).

El estudio del desarrollo de la hipersensibilidad retardada
(HR)se realizó en ratas Buffalo/Sim. Se utilizaron varios esque

mas para determinar las dosis sensibilizante (Ds) y desencadenan

te (Dd) que pudieran ser empleadas en las experiencias tanto de
los animales adultos comolactantes. Para ello:

VIII) Ratas adultas de 3 meses de vida fueron depiladas en el

flanco derecho. 24 hs después, recibieron la Ds. Para ello, 0,02

ml del hapteno al 10%o al 5%fue aplicado sobre la piel y dis

tribuido en una pequeña área con una varilla de borde pulido.
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Para determinar la Dd que no produjese reacción "per se" se en

sayaron tres dosis (0,5%; 0,3% y 0,1%) en ratas adultas que no

habían recibido la Ds, contenidas en 0,02 ml que fueron aplica

dos de la misma forma en el pabellón de la oreja derecha. En to

dos los casos se utilizaron tres animales comogrupo control de

la Dd a diferencia de los cinco que se utilizaron para cada uno

de los grupos experimentales que recibieron Ds y Dd. La reacción

fue ensayada a los 7 o 14 dias después de la Ds y las lecturas

se realizaron a las 0, 24, 48 y 72 hs utilizando un calibre manual

(ODITEST(R), H.C. Kóplin, Schüchtern-Hessen, Alemania Federal)

graduado a 10,05 mm. La medida del tiempo 0 fue comparada con las

otras lecturas para calcular el porcentaje de aumentodel espesor

de la oreja obtenido. Los resultados se expresan comoel promedio

de cinco valores individuales para los grupos experimentales (Ds+

Dd) y de tres para los grupos controles (Dd solamente) calculados

de la siguinte manera:

Espesor de la oreja post Dd-Espesorde la oreja en el tiempo 0
“X 100

Espesor de la oreja en el tianpo 0

D0 A ratas de distintas edades, empleando ocho a diez animales

de cada grupo etario, se les aplicó sobre la piel 0,02 ml de

DNFBal 5% (Ds) con ligeros movimientos realizados con una vari

lla de borde pulido para distribuir el Ag sobre un área pequeña

de la piel. ComoDd se empleó 0,02 ml del hapteno al 0,3% apli

cado en el pabellón de la oreja derecha.
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Comose describió en las ratas adultas para la cuantifica

ción de la reacción de HR, el valor obtenido en el tiempo 0, fue

comparado con los de las 24, 48 y 72 hs después de la Dd en for

ma similar al caso anterior. Tambiénse utilizó, para cada edad

estudiada,un grupo de cuatro a cinco animales que solo recibieron

la Dd,comogrupo control.

3.3. VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

3.3.1. Anti-GRC

3.3.1.1. Determinación de Ac séricos: Hemaglutinación directa

Fue realizada utilizando una microtécnica. Para ello, se em

plearon policubetas permanentes de 96 cavidades con fondo en "U"

(MICROSERUM;Chemar S.A.C.I.F.). 0,025 ml de cada suero, inacti

vado a 56°C durante 30', se diluyeron al medio seriadamente con

0,025 ml de SF utilizando un microdiluidor calibrado para ese vo

lumen (MICROTITER,Cooke Engineering CO.). Los GRCfueron emplea

ïdos después de tres lavados en SF, en una suspensión al 2%.

0,025 ml de esta suspensión fueron agregados a cada dilución con

una pipeta gotero (MICROTITER,Cooke Engineering CO.). Las poli

cubetas fueron, luego, agitadas cuidadosamente y la lectura se

realizó,después de 2 hs de incubación a temperatura ambiente. Se

consideró comoel título de Ac, la última dilución del suero en

la que se observó hemaglutinación,comparando con los controles en
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los cuales el suero fue reemplazado por SF.

3.3¿1.2. Determinación del número de células formadoras de Ac

El número de células formadoras de IgM hacia GRC(placas di

rectas) presentes en los bazos de los animales, fue determinado

individualmente utilizando la técnica de Cunningham(131). Para

obtener las células aisladas, los bazos fueron rallados en malla

metálica utilizando medio MEMcon gelatina y Hepes. Luego de dos

lavados, las células fueron resuspendidas en l ml de una solución

conteniendo 9 partes de Cloruro de Amonio0,83% y l parte de Tris

al 2,059% a pH 7,2 para hemolizar los glóbulos rojos de la suspen

sión (132). Después de incubar 10' en un baño de agua a 20°C se

añadió a la suspensión celular 10 ml de MEMy se centrifugó a

900 rpm. Luego de dos lavados, las células fueron contadas en una

cámara de Neubauer y llevadas a una concentración de 4,2 x 106cé

lulas viables/ml. La Viabilidad celular se determinó por la técni

ca de exclusión con Azul Trypan. Ehïun tubo se mezclaron 300/ul

de la suspensión celular, 40/u1 de GRCal 20%en SF y, como fuen

te de complemento, 80/ul de suero de.cobayo diluido 1/8 en SF.

Con Go/ul de la mezcla se llenaron camaritas diseñadas especial
mente de manera tal que cada una alojaba 150.000 células blancas.

Luego de incubar 1 h a 37°C se cuantificó el número de CFApor

el contaje de las placas de hemólisis. Cadamuestra se realizó

por triplicado y el valor se expresó comoCFA/107células blancas.
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Composicióndel medio utilizado:

Agua destilada .... . . . . . . . . . . . . ... 70 ml

HEPES(ácido N-2-hydroxyethylpiperazina-N-2-ethane
sulfónico; 0,0467 grs/ml).. 10 ml

Gelatina (0,05 grs/ml) . . . . . . . . . .. 10 ml

El pH se ajustó a 7,3 con NaOH0,5 N.

3.3.2. Determinación de Ac anti-ASB

Fue realizada por la técnica de hemaglutinación pasiva so

bre GRCdescripta por Whitaker (133) con algunas modificaciones.

Para ello se mezclaron 9,75 ml de glutaraldehído al 0,2% con

0,24 ml de ASBdiluïda en PBS y 0,4 ml de sedimento de GRClava

do tres veces con PBS. Con ello se lograba una concentración fi

nal de 2 mgrs/ml de ASB. La mezcla fue incubada 1 h a temperatu

ra ambiente con agitación constante. Finalizado el tiempo de in

cubación, se agregó a la mezcla 1 ml de Glicina 1 M. A partir de

este momento se trabajó con PBS conteniendo 1%de suero de rata

normal inactivado previamente a 56°C durante 30'. Después de tres

lavados con PBSmás suero, la mezcla se diluyó de manera de obte

ner una suspensión de GRCligados con ASB (GRC-ASE)al 2% la que

se conservó a 4°C. Para determinar el titulo de Ac hacia ASBy

empleandoplacas similares a las descriptas para hemaglutinación

directa, 0,025 ml de cada suero de rata, inactivado a 56°C por

30', fueron diluidos al medio seriadamente con 0,025 ml de PBS
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conteniendo 1%de suero normal de rata. A cada dilución se le a

gregaron 0,025 ml de la suspensión de GRC-ASB.Después de 2 hs de

incubación a temperatura ambiente, el título de Ac se expresó co

mola última dilución del suero que presentó hemaglutinación.

3.3.3. Determinación de Ac anti-LPS

Fue realizada por hemaglutinación pasiva comodescribió Ru

ggiero (134). Para ello, un tubo conteniendo 5 mgrs de LPSdisuel

to en 5 ml de PBS pH 7, fue colocado en un baño de agua a 100°C

durante 90'. 4,5 ml de esta solución se mezclaron con 0,5 ml de

sedimento de GRC. La mezcla, luego de ser incubada a 37° C duran

te 30' fue lavada tres veces con PBSpH 7 y a partir de ella se

preparó una suspensión de GRC-LPSal 1% en PBS pH 7. Para deter

minar el titulo de Ac anti-LPS se procedió de manera similar a la

descripta para ASBrealizando diluciones seriadas de cada una de

las muestras de sueros obtenidos en los ensayos experimentales.

También, comoen el caso anterior, el periodo de incubación, fue

de 2 hs y de la mismaforma se interpretaron los resultados.

3.4. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS SERICAS

3.4.1. Concentración total de proteínas séricas

Fue determinada siguiendo el método de Lowry (125) a partir

de S/Ml de los sueros de ratas Wistar de distintas edades diluidos
al medio en agua destilada. Los valores se expresaron comogr de
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proteínas por cada 100 ml de suero (gr %)

3.4.2. Análisis de las proteinas séricas por electroforesis en
acetato de celulosa

Para ello se utilizó un aparato ELOMEDconstituido por una

cuba para electroforesis y una fuente de poder. ld/ul de cada sue
ro a estudiar fueron sembradosen tiras de acetato de celulosa de

25x160 mm (LOGOSS.P.A.) previamente sumergidas en el buffer de

corrida durante 30' y secadas con papel de filtro. Las siembras,

realizadas por duplicado, se corrieron en grupos de cuatro tiras

por vez aplicando una intensidad de 200 V. Después de 50' de corri

da, las tiras fueron coloreadas con AmidoBlack durante 5' y deco
loradas con tres cambios de la solución decolorante durante 24 hs.

Una de las siembras de cada suero fue utilizada para determinar el

porcentaje relativo de las diferentes proteinas séricas. Para ello
cada banda fue separada cortando la tira de acetato y sumergien

do cada trozo en 3 ml del medio de elución el cual adquiere la co

loración correspondiente según la concentración proteica. A los 30'

se realizó la lectura colorimétrica a 640 nm en un espectrofo

tómetro marca BECKMANmodelo DB-G. Para conocer el porcentaje re

lativo de cada una de las proteinas se realizó, para cada muestra,

el siguiente cálculo utilizando comoejemplo los valores obtenidos

a partir de una rata adulta de tres meses de Vida:
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Proteina D.O. (Densidad Optica)

Albúmina . . . . . . . . .. 0,4

¿gl . . . . . . . . .. 0,215

cgz . . . . . . . . .. 0,135

(b . . . . . . . . .. 0,12
a . . . . ...... 0,105

TOTAL . . . . . . . . .. 0,975

Para cada proteina se calculó el porcentaje de la siguiente
manera:

D.O. x 100
TOTAL

En el ejemplo:

Proteina Porcentaje relativo (%)

Albúmina . . . . . . .... 41,02

(xl .......... 22,05
uz . . . . . . . . .. 13,85

(b . . . . .. 12,31
x .......... 10,77

Siendo la concentración total de proteínas séricas de 8,7 grs

en 100 ml de suero, el valor absoluto para cada una de ellas, se

calculó según la siguiente fórmula:

Porcentaje relativo x 8,7
100

En el ejemplo: o
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Proteína Valor absoluto (grs/100 ml
de suero)

Albúmina . . . . . . . . .. 3,57 —_—

¿{l . . . . . . . . .. 1,92

(X2 . . . . . . . . .. 1,2

(p . . . . . . . . .. 1,07

6 . . . . . . . . .. 0,94

Otra de las siembras fue sumergida en metanol durante l' y des

pués en un baño transparentizador durante otro minuto. Luego de

colocarla entre dos portaobjetos y secarla a 37°Cse realizó el

perfil electroforético en un densitómetro digital 3110marca
LABORA MANNHEIM.

Reactivos empleados:

Buffer de corrida: Buffer Veronal pH 8,6

Veronal Sódico . . . . . . . . .. 20,6 grs
(5,5-dietil barbiturato de sodio)

Veronal . . . . . . . . . . . . . . . .. 2,68 grs
(ácido 5,5-dietilbarbitúrico)

El ácido 5,5-dietilbarbitúrico fue disuelto en 200 a 300 ml de a

gua bidestilada con agitación constante sobre platina caliente.
Luego de enfriado se mezcló con el Veronal Sódico disuelto en 1 l

de agua bidestilada y la solución se llevó a volumenfinal de 2 l.
Colorante:

Metanol . . . . . . . . . . . . . . . .. 45 ml

Agua bidestilada . . . . . . .. 45 ml

Acido acético . . . . . . . . . .. lO ml

Amido Black . . . . . . . . . . . .. 0,5 grs
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Antes de su uso fue disuelto durante una noche a 37°C y luego

filtrado por papel de filtro.
Solución decolorante:

Solución

Metanol

Aguabidestilada
Acido acético

transparentizante:
Metanol

Glicerol

Liquido de elución:
NaOHl M ........

Aguadestilada

EDTA 0,1 M ... . . . . . . . . ..

85 ml

14 ml

l ml

5 partes

5 partes

0,5 partes

3.4.3. Análisis de las proteínas séricas por electroforesis en
agarosa

Se empleó agarosa (BRITANIA)al 1%disuelta en buffer de co

rrida. Para los ensayos se utilizaron placas de vidrio de 85x100

mmsobre las que se volcaron 8 ml de la agarosa previamente fundi

da.

da.
Las placas fueron mantenidas durante una noche en cámara húme-'

Utilizando una lámina plástica perforada se sembraron 3/ul de
los diferentes sueros en estudio a aproximadamente 3 cm de uno de
los bordes de la placa. Esto permitió la corrida simultánea de 6
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o 7 muestras por cada placa de vidrio. Las corridas electrofore

ticas se realizaron en un aparato marca LKBMultiphor System a

20 V/cm durante 45' a 10°C. Las placas fueron sumergidas luego en

una solución fijadora de ácido pïcrico durante 10' y para remover

el exceso de ácido pïcrico, en etanol por 5' y por último en agua

destilada. La pelicula de agarosa fue reducida a una fina lámina

colocando sobre ella cuatro a cinco hojas de papel de filtro y e

jerciendo una presión de aproximadamentel kg. El papel de filtro

se renovó tres veces y luego las placas fueron secadas con aire

caliente. Para teñirlas, se sumergierondurante 5' en la solución

colorante y luego se decoloraron con varios cambios de la solución
decolorante.

Reactivos empleados:

Buffer de corrida: Buffer Tris-barbiturato pH 8,6

Acido dietil barbitúrico . . . . . .. 22,4 grs

Tris ...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 44,3 grs

Lactato de calcio . . . . . . . . . . . . .. 0,533 grs

Azida sódica . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,650 grs

Los reactivos fueron disueltos en 1 l de agua destilada con agita

ción constante y se almacenó a 4°C. Se utilizó en dilución 1:4.

Solución fijadora:

Acido pïcrico . . . . . . . . . . . . . . . . .. 11,7 grs

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . .. 833 ml
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Acido acético . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 167 ml

El ácido pïcrico fue disuelto en el agua destilada a 60°Cy lue

go de filtrado se le adicionó el ácido acético.
Colorante:

Amido black 10B . . . . . . ... . ‘ . . . . .. 1,25 grs

Solución decolorante . . . . . . . . . . .. 250 ml

Se filtró por papel antes de usar.
Solución decolorante:

Etanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 225 ml

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . .. 225 ml

Acido acético . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 50 ml

3.4.4. Valoración de la concentración de IgG sérica

Se utilizó la técnica de inmunodifusión radial (IDR)descrip

ta por Mancini (126). Para ello, a placas de plástico diseñadas

para tal fin se les adicionó 4,5 ml de agarosa al 1%en buffer

Tris-barbiturato pH 8,6 (ver 3.4.3.) conteniendo además 0,1% de

azida sódica. La agarosa contenía suero de conejo anti-IgG de rata

(se trabajó con una dilución final de 1/10 del suero). Después de

permanecer, las placas, una noche a 4°C, se realizaron perforacio

nes en la agarosa con un sacabocados de manera de obtener orifi

cios de S/Ml de capacidad. Doce perforaciones realizadas en cada
placa fueron sembradas con los sueros en estudio provenientes de

ratas Wistar de distintas edades, ya sea puros o diluidos de mane
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ra de obtener halos de un tamaño no mayor de 13 mmde diámetro.

Tres perforaciones fueron ocupadas para la realización de una cur

va de calibración sembrando 15, 30 y 4ó/ugrs de IgG. Luego de in
cubar 48 hs a temperatura ambiente, se midió el diámetro (d) de

cada halo con una lupa marca PEAKgraduada en 0,1 mm. La'concen

tración de IgG fue expresada en mgrs/ml según la curva de calibra
ción confeccionada.

3.4.5. Nivel de Complementosérico

3.4.5.1. Preparación de la Mezcla Hemolitica (MH)

-Fue obtenida siguiendo la metodologia descripta por Miyakawa

(127) con algunas modificaciones. Los GRCutilizados fueron lava

dostzes veces con buffer Veronal con gelatina y glucosa. Luego del

contaje en cámara de Neubauer, se llevaron a concentración final
de 1x109 GRC/ml. Una mezcla de partes iguales de la suspensión y

de suero de conejo anti-GRC de origen comercial(SUDIAR S.A.) di

luido previamente 1/300 en el mismobuffer, fueron mezcladas e

incubadas 30' a 37°C y 30' a 4°C con agitación ocasional.

3.4.5.2. Técnica de titulación de Complemento

Para estas experiencias se utilizaron ratas Wistar de distin
tas edades que fueron sangradas por decapitación o por punción

cardiaca según la edad. En todos los casos, la sangre, luego de su

extracción, fue mantenida en frio durante 24 hs hasta la total re
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tracción del coágulo y, luego, centrifugada a 1.200 rpm durante

15'; el suero fue almacenado a —70°Chasta su procesamiento. En

ese momento, los sueros fueron diluidos al medio seriadamente. A

0,2 ml de cada dilución, se le adicionó igual volumen de buffer

Veronal con gelatina y glucosa y 0,1 ml de la MH.Después de in

cubar 1 h a 37°C, todos los tubos fueron centrifugados a 1000 rpm

por 5'. Los_tïtulos se expresaron comola dilución de Suero en la

que se observó 50%de hemólisis.

Reactivos empleados:

Buffer Veronal 5x:

Cl Na ......... . . . . ... . . . . .. 41,2 grs
5,5-dietilbarbiturato
de sodio . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 5,095 grs

Aguadestilada ....... . . . . .. 700 ml

El pH fue ajustado a 7,35 y el volumen se completó hasta l l con

agua destilada.

Buffer Veronal con gelatina y glucosa:

Gelatina . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,1 grs

Agua destilada . . . . . . . . . . . .. 60 ml

Veronal 5x . . . . . . . . . . . . . . ... 20 ml

A un volumen final de 100 ml se le adicionó 100 ml de glucosa 5%

con 3x10-4M de Ca y 1x10-3M de Mg.
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3.5. ESTUDIO DE LAS CELULAS COMPROMETIDAS EN LA RESPUESTA INMUNE

3.5.1. Recuento y fórmula leucocitarios

Ratas Wistar de distintas edades fueron sangradas por deca

pitación o punción cardiaca dejando fluir la sangre en tubos hepa

rinizados. La sangre fue diluida 1/20 en pipetas para recuento

leucocitario empleando una solución conteniendo 1 ml de ClH y 2 ml

de ácido acético en 100 ml de agua destilada con la adición de a
zul de metileno. Los leucocitos fueron cuantificados en cámara de

Neubauer y los valores expresados comocélulas blancas/mm3 de san

gre. Para el estudio de la fórmula leucocitaria los frotis se co

lorearon con May Grunwald-Giemsa.

3.5.2. Análisis del exudadoperitoneal

Las células fueron extraídas por lavado de la cavidad peri

toneal con SF y colocadas en tubos plásticos mantenidos en frio.

Luego de centrifugarlas 10' a 1000 rpm y resuspenderlas en volumen

conocido de SF, se contaron en cámara de Neubauer. En tubos sili

6 células provenientes de animales del
5

conados, un total de 2,5x10

mismogrupo etario, fueron resuspendidas en una solución de 1/10

peso/volumen de Naranja de Acridina en SF como describió Golstein

(135). Los tubos se incubaron por 30' a 37°C en oscuridad. 0,02 ml

de cada suspensión fueron colocados entre portaobjetos y cubreob
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jetos y observados por inmersión (100x) con epi-iluminación en un micros

copio ZEISS. En un total de 100 células se determinó el porcenta

je de macrófagos, linfocitos, leucocitos polimorfonucleares y mas

tocitos para los distintos grupos etarios.

3.5.3. Distribución de las poblaciones linfocitarias

Fue estudiada en bazo y timo de ratas Buffalo/Sim de distin

tas edades por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (136).

Para ello, las células fueron aisladas rallando los órganos sobre
malla metálica en PBSDulbecco conteniendo 2%de suero fetal bovi

no (SFB). Luego de centrifugar a 1000 rpm durante 10', los glóbu

los rojos provenientes de las suspensiones se lisaron con 1 ml de

una solución que contenía 9 partes de cloruro de amonio 0,83% y 1

parte de Tris al 2,059% a pH 7,2 (132). Luego de incubar en un ba

ño de agua a 20°C se agregó a las suspensiones 10 ml de medio y

se centrifugó a 1000 rpm por 10'. Tanto las células provenientes

del bazo como del timo, fueron resuspendidas en l ml de medio y a

0,75 ml de cada suspensión se leadicionó 8 partes de sorbitol 0,308

My 1,25 partes de glucosa 0,308 Mpara eliminar las células muer

tas (132). La suspensión celular fue filtrada a través de algodón

flojo en pipetas Pasteur siliconadas y centrifugada a 1000 rpm por

10'. Las células fueron resuspendidas y contadas en cámara de Neu
bauer. Alïcuotas conteniendo 107células fueron fraccionadas en tu
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bos plásticos y centrifugadas nuevamente. A lo largo de todo el

experimento, las células se mantuvieron en hielo. A partir de es

te momento se trabajó con PBS Dulbecco con 2% de SFB y 20 mMde

azida sódica. A cada tubo se le agregó 0,1 ml de los antisueros

correspondientes diluidos 1/10 según el siguiente protocolo:

TUBO N° ORIGEN DE LAS ANTI-SUERO
CELULAS

l Timo SAT (ver 3.8.4.)

2 Timo anti- ïglobulina
(ver 3.8.2.)

3 Bazo SAT

4 Bazo anti-Xglobulina

5 Bazo anti-IgG
(ver 3.8.3.)

Después de incubar 30' a 4°C, se agregó a cada tubo 5 m1 de PBS

Dulbecco. Luego de centrifugar 10' a lOOO'rpmlas células se lava

ron dos veces y se resuspendieron en 0,1 ml de suero de cabra anti

}globulina de conejo marcadocon isotiocianato de fluoresceïna di

luido 1/40 (ver 3.8.5.) y se incubaron 30' a 4°C. Al finalizar es

te proceso, las células fueron nuevamentelavadas tres veces y fi

nalmenteresuspendidas en 0,5 ml de medio de montaje. La observación

se realizó entre porta y cubreobjetos en un microscopio ZEISS¿sepi
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ilmmümcióncon un aumento de 40x.

Se determinó el porcentaje de linfocitos B y T de cada sus

pensión sobre 100 células, considerando comopositivas las célu

las que presentaban marcación netasolamente en su superficie.
Medio PBS Dulbecco:

Solución I: Cl Na . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 40,45 grs

Cl K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1,45 grs

PO4H2K ... . . . . . . . . . . . . . . .. 1,45 grs

PO4HNa2.12H20. . . . ........ 21,9 grs
Agua destilada . . . . . . . . . .. 400 ml

Solución II: ClZCa . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,95 grs

Agua destilada . . . . . . . . . .. 50 ml

Solución III: MgC12.6H20 . . . . . . . . . . . . . .. 0,95 grs

Agua destilada . . . . . . . . . .. 50 ml

En el momentode usar se mezclan bajo agitación constante:

8 partes de . . . . . . . . .. I

90 partes de Agua destilada

1 parte de . . . . . . . . . .. II

l parte de . . . . . . . . . .. III

2,04 partes de . . . . . .. SFB

Medio de montaje: Tampónde solución Glicina:

Glicina . . . . . . . . . . . . . .. 7 grs
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Cl Na . . . . . . . . . . . . . . . . .. 8,5 grs

Azida sódica . . . . . . . . . .. 0,5 grs

Agua destilada . . . . . . . .. 500 ml

En el momento de usar se mezclan 3 partes de tampón Glicina con 7

partes de Glicerol y el pH se ajusta a 8,6.

3.6. ESTUDIOS DE HIPERSENSIBILIDAD MEDIADA POR ANTICUERPOS

Conel objeto de valorar el desarrollo de hipersensibilidad

en ratas Wistar adultas y de distintas edades se realizaron dos

grupos de experiencias:

X) Ratas Wistar adultas de 3 meses de vida recibieron como Ds 500

/ugrs o 5000/ugrs de ASBemulsificada en ACFpor via sc en la almoha
dilla plantar. El dia 26 pi, cuatro animales de cada lote recibie

ron como dosis Dd SO/ugrs de ASB sin ACFcontenidos en 0,1 ml por

via intradérmica (id) en el flanco previamente depilado. Comocon

trol se utilizaron cuatro animales que sólo recibieron la Dd. La

reacción cutánea fue valorada a las 4, 24 y 48 hs: 1) macroscópi

camente para determinar la presencia de edema y/o eritema y 2) mi

diendo el diámetro de la reacción con una regla milimetrada. Se

consideró comopositiva toda reacción cuyo diámetro fuera superior
a lO mm.

Seis a ocho ratas de cada uno de los grupos recibieron como

Dd la misma dosis de Ag en la oreja derecha en un volumen de 0,02ml
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pero en este caso, la reacción fue cuantificada en la misma forma

que para la hipersensibilidad de contacto(ver 3.2.2.3.) midiendo el

espesor de la oreja antes de la Dd (tiempo 0) y a las 4, 24 y 48 hs

de la Dd. En todos los casos también un lote de cuatro animales que

sólo recibieron la Dd, se utilizaron comocontrol. Los resultados

se expresan comoel promedio de seis a ocho valores individuales.

XI) Ratas Wistar de distintas edades se utilizaron siguiendo la mis

ma metodología descripta en el esquema X empleando la Ds de 500

¡#grs de ASBemulsificada en ACF, por la misma vía.

3.7. TRANSFERENCIA MATERNO FETAL DE AC

La elección del Ag a utilizar así comola cinética de forma

ción de Ac en hembras Wistar de 3 meses de vida se determinó luego

de analizar los resultados obtenidos siguiendo los esquemasque se
describen a continuación:

XII) Respuesta primaria a GRC:Las ratas fueron inoculadas con 109

GRCpor vía sc en la almohadilla plantar. El suero de tres animales

por tiempo fue obtenido por sangrado de la vena de la cola los días

4, 8, 13, 18, 22, 28, 35, 42 y 55 pi. El título de Ac se valoró por

hemaglutinacióndirecta(ver 3.3.1.1.).
XIII) Respuesta secundaria a GRC:Los animales recibieron dos ino

9culaciones de 10 GRCpor via sc separadas por 60 dias de interva

lo. Después de la segunda inoculación, tres ratas por tiempo fueron

sangradas de manera similar a la descripta en el caso anterior, los
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días 4, 8, 11, 15, 18, 23, 28 y 37 pi.

XIV) Respuesta primaria a ASB: En este caso, los animales, fueron

inoculados por vía sc con SOO/Mgrsde ASBemulsificada en ACFen la
almohadilla plantar. El titulo de Ac se determinó por hemaglutina

ción pasiva (ver 3.3.2.) utilizando el suero de tres animales por

tiempo, los dias 12, 19, 26, 32, 38, 45 y 53 pi.

XV) Respuesta secundaria a ASB: Separadas por un intervalo de 63

días, las ratas recibieron dos inoculaciones de la dosis emplea

da para el estudio de la respuesta primaria y por la misms vía. Se

sangraron tres animales por tiempo los días 3, 6, 10, 14, 19, 24,

31, 41, 48 y 59 de la segunda inoculación del Ag.

Para las experiencias de transferencia materno-fetal de Ac, las

hembras fueron inmunizadas siguiendo el esquema XIV. 16 dias más

tarde comenzóel período de apareamiento. Los nacimientos se regis

traron controlando los animales dos veces por día. Para valorar el

titulo de los Ac maternos anti-ASE a lo largo de la experiencia,

las madres fueron sangradas por el corte de la vena de la cola inmg

diatamente después de la parición y cuando el ensayo concluïa, es

decir, en el momentoen el cual todas sus crias habían sido sacri
ficadas a fin de valorar el nivel de Ac circulantes anti-ASB. Otro

lote de ratas adultas sin estimulación antigénica se aparearon en

el mismotiempo que las anteriores con el objeto de obtener paricig

nes simultáneas con el grupo anterior. Esto permitió realizar inter
















































































































































































































































































































