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RESUMEN 

En base a reportes que muestran que las hembras son más resistentes que 
los machos a varias enfermedades infecciosas. se iniciaron estudios para tra 
tarde explicar la superioridad biológica de las hembras.Endichos estudios -
se ha encontrado que las hembras, respecto a los machos; 
a) Tienen niveles de IgM sérica más altos. 
b) Presentan respuestas inmunes totales contra antígenos t-dependientes y res 
puestas de lgM contra antígenos t-independientes si9nificativamente mayores;-y 
c) Muestran una inmunidad celular superior. 

Las anteriores diferencias entre sexos. sugieren que existen genes en 
el cromosoma X que influyen en las respuestas innwnes. los cuales no sufren 
compensación de dosis. 

Por otro lado, no se han encontrado diferencias significativas debidas 
al sexo en los niveles totales de IgA ni de IgG. Sin embargo, no existen tr~ 
bajos en los que se haya comparado respuesta i1111Une espec1fica de IgA e IgG 
entre machos y hembras. Por lo tanto, con el objeto de ampliar este aspecto 
del estudio de la respuesta inmune en relación al sexo. se determinó la va 
riación de la respuesta inmune específica de anticuerpos IgA,IgM e IgG, en:­
tre ratas machos y hembras inmunizadas con una serie de antígenos T-dependien 
tes simples y complejos, conjugados a DNP, por medio de un método de alta -
sensibilidad como es el ELISA . 

Los resultados encontrados en el presente trabajo, indica r. qt:c e:-i ' as 
ratas: 
a) Las hembras producen respuesta s de IgA específicas significativamente ll1!!_ 

yores a las de los machos. 
b) La respuesta de IgM específica de las hembras hacia antígenos t-dependien 
tes es significativamente mayor a la de los machos; y -­
c) No existe variación debida al sexo en la respuesta de IgG especrfica. 

También se estudió el control genetico de la respuesta especifica de 
anticuerpos.; y encontramos que: 
a) Las respuestas especificas de IgA e IgM se encuentran genéticamente contra 
ladas; ya que existen diferencias significativas en dichas respuestas entre -
ratas Long-Evans y Sprague-Dawley inmunizad~s con DNP-LIS. 
b) Al comparar las respuestas especificas de IgA e IgM hacia DNP-LIS de las 
ratas LE y SO con los híbridos (SOxLE)Fl , se encontró que los caracteres de 
alta s respuestas específicas de IgA e gM se transmiten de manera dominante 
a la progenie. 
c) Respecto a la respuesta específica de lgG hacia DNP-LIS, no se encontraron 
diferencias significatilias entre ratas LE y SO; aunque dicha respuesta en los 
híbridos es muy similar a la presentada por los padres. 

Se proponen mecanismos genéticos y honnonales para explicar las res­
puestas específicas de JgA e IgM superiores presentadas por las hembras, res 
pecto a los machos. 
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ABREVIATURAS: 
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-(~T~A 1 
• -"::: ' J 
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2 1 
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4 3 

-(a-IgG) 5uero de conejo anti IgG de rata. 

-( a-Tot) Suero de conejo anti total de rata. 

--SSA = Albúmina sérica bovina. 

Células B = Linfocito s. cédula cue resoonde a los antígenos diferenciándo 

se en células productoras de anticuerpos. 

CéLlas T =Clase d8 linfocito derivada del timo c~oaz de responder a las an= 

tígenos T-dependientes y productos de los genes de MHCt éstas cédulas regulan 

las respuestas irTT1unes y median las reacciones inmunes celulares. 

-Cit-c citocrcrncrc de corazón de palana. 

-con A Concanavalina Pr- substancia vegetal cue se une a residuos de azúcar 

en superficies celulares y estimula la proliferaciór de células T. 

-( ::::21 XpJ"" ce .:..esiún ir1Ler.st~~~o.i t.Jn el Llrs.Lo cort.o del. cromoscrna &. 

-OflP = Danotrpfemil- un hapteno común. 

-oNP 
42
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-Of\P ; 
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_ OJ A= con jugado ONP- Dvoalbúmina. 

-ONP
10 

-TGAL= conjugada Ot\f' (poli (Tir,Glu) -poli-OL-Ala-poli Lis). 

-ONFB = 2,4 Denitrofluorobenceno sulfanato. 

-ELISA = Enzyme liri<ed Irrrnunasorben: Assay. 

--GAT = Capolímero de L--Glutámico: L-Alanina: L-Tiro2ina. 



-G6PD; Glucosa &-Fosfato deshidrogenasa. 

H; Canplejo mayor de histocompatibilidad. 

H-2; Canplejo mayor de histocanoatibilidad en el ratón. 

-HLA Canplejo mayor de histocompatibilidad en el hanbre. 

-HC ; hidrocort=sona. 

-r ; Región del 1'.t-fC donde se localizan las genes Ir y son codificadas las mo 

léculas Ia. 

-Ia; Antigenos de histocanpatibilidad encontrados primeramente en células B, 

pero también en macrófagos, cédulas T y en la piel), codificados en la región 

I del MHC. 

-I-A, I-S, I-C, I-E, I-J Subregiones de la región I del canplejo t-t-2 del ra-

tón. 

-Ig Irrnunoglobulinc1 

-rL Interleucina. 

-Ir; genes localizados en la región I del MHC que controlan la habilidad de 

desarrollar respuestas inmunes específicas hacia antígenos timo-dependientes. 

--i<LH; ( Keyhole Lim pet Hemocyanin), Hemocianina de lap1 ojo de cerradura. 

'· 2 -LE = r-~ 't.3.:. ::e :!.;.,.;. .:.e;.;.~ ¿;..--,..::.:.:;; .:.;:-1..1....Cct Lon;:,-~ _ ...:..:~~ ~ ~ t- , ,.;~-¡;:¡ ) • 

-1...IS ; Lisozima de huevo. 

--Ly ; Sistema de antígenos encontrados en células T cue distingue diferentes -

clases funcionales de células T. 

-MHt:- CCJTiplejo mayor de histocc:mpacibilidad. gran región de material genética 

c.ue contiene genes c;ue codifican para antígenos de histocompatibilid.e.d, genes 

de respuesta inmune y antígenos de superficie de linfocitos responsables del 

rechazo rápida de aloinjertos. 

"""MLR ; o MLC.- Reacción o Cultiva de Linfocitos Mezclado; respuesta prolifera; 

tiva de linfocitos alogénicas cuando son cultivados juntos. 
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-OKT = células supresoras. 
4= 

[]VA = Ovoalbúmina. 

--PEC Células formadoras de placas. 

-PHA Fitohemaglutinina.- una lectina vegetal que aglutina célunas animales 

y estimula la proliferación de linfocitos, en ~u mayoria T. 

-PVP= polivinilpirrolidona 

-PPD derivado protéico purificado. 

-pss Regulador de Salinas Fosfatos. 

-PWM ~.:itógeno de fi tolaca. ( Pokeweed Mitogen) ll"la substancia vegetal cue 

estimula la proliferación de linfocitos. 

-so= ratas de la cepa endogámica Sprague-Dawley x Long-1::vans) r
1 

la cruza de hembras Sprague-Oawley con un macho Long-1::vans. 

SllR= Suero normal de rata. 

SRBC= Sheep Red Blood Celss.-Glóbulos rojos de carnero. 

STS= Sulfatasa esteroide microsomal. 

-r=Oependiente= timo-dependiente. 

riesultado 

-TGAL= ( T,G)-A- -L.-Polímero ramificado de ( L-tirosina: L-Glutámico) ~oly 

d, L-Alanina: poli-t..-t..isina. 

-Thy-Sistema de antígenos de células T. 

-x = Cromosoma x. 

-xid= Inmuno,eficiencia ligada a X. 

-xs= Brazo corto del cromosoma X. 

-xl = brazo l,1rgo del cromosoma X. 



PROLOGO 

Se sabe que existen marcadas diferencias cuantita tivas y cualitativas en 

la respuesta de anticuerpos de diferentes individuos de especies diferentes y 

oe la misma especie, Se ha observado que la gran variación en la respuesta 

inmune individual de los animales contra antígenos e sµecíficos¡ se puede deber 

a múltiples factores, entre los cuales podemos incluir: las propiedades físico 

c;uímicas del antígeno, la cantidad de antígeno administrado, la "~" de inmuni 

zación, el em;::ileo de adyuvantes, y la edad y salud del receptor. Además, ~ún -

s - el ::c30 ':!el em;::ileo de un antígeno único; y control Jndo al mé'<imo las varia 

bles anteriores, la resp~esta de inmune de diferentes animales puede variar, ~ 

debido a la expresión de diferentes determinantes antigénicos en la misma molé 

cula . (lS) Se pi ensa cue las variaciones en el aspecto cuali~ativo de l a res 

puesta inmune humoral, descansan solamente sobre bases gené~ica -. ; mientras que 

la~ variaciones en aspectos cuantitativos se deben tanto a factores genéticos, 

ctrno ambientales. l54l Existen datos experimentales de una serie de locigenéti 

cos. c; ue pueden limitar o modificar la fuerza y el carácter de la respuesta in 

munitaria, a toda una gama de antígenos sinteticos y natur ales. Aquellos genes 

de las respuestas irmunitari as asociados con el complejo mayor de hitoctrnpati 

bilidad ( Mo-t) han sido investigados, (lJ)pero se sabe de otros loci genéticos 

(12j ~ ue limitan o modifican grancemente la fuerza y el carácter de la respues 

ta inmunitaria; algunos de éstos loci se localizan en el cromosc:rna X, pues se 

l i:; 



cuenta con evidencias tanto directas como indirectas que indican que la res 

puesta inmune varía debido al sexo; y en base a ellas se ha postulado la 

existenci3 de genes activos ligados al cromosana X, los cuales regulan por 

un lado los niveles de las diferentes clases de inmunoglobulinas y por otro 

lado, la respuesta inmune específica de cada clase de anticuerpo. (2,12,16 

29,39,44,47). A continuación citaré algunas evidencias que apoyan lo ante 

rior y justifican la realización del presente trabajo. 



ANTECEDENTES 

Es bien sabida, que en la población humana la longevidad de las mujeres 

suoera a la de las hambres, a pesar de que el indice de natal i dad de estas 

últimos, es mayar al de las mujeres. La mayar s upervivencia mostrada por la 

población femenina, sugiere que, las hembras ~aseen algún mecanismo a candi · 

ción -diferente a las macha~ el cual les permite expresar dicha ventaja o -

superioridad biológica . 35,44, 65. 

Existen repartes c.ue i ndican que la susceptibilidad a enfennedades hacte-

rianas y virales, es mayar en las hooibres que en las mujeres. (3,11,49,62). 

Se sabe también, que la s i nmunodeficiencias (46) ligadas al sexo son más fre 

cuentes en las hambres; y que por el contraria, las enfermedade s autoinmunes 

(4) atacan preferentemente a las mujeres. (16,44) 

En base a estas evidencias , se ha pensada que el sistema inmune de las 

hembra s es superior al de las machos; y que par ello la suoervivencia de las 

hembras es superior a la de los machos, sin embargo, para tratar de ex-plicar · 

el por c-.ué de esta diferencia entre sexos, =e h.:in SuGerido otras dos hipó te 

sis: La primera dice que la dispariedad en cuanto a longevidad en los sexos, 

se debe a : ue los ambientes en cue s e desenvuelve cada sexo, s on diferentes; 

de lo cual resulta, cue las hambres estén mayormen t e expuestos a los agentes 

infecciosos cue las mujeres. La segunda hipótesis (14) postula que las dife 

rencias bonilE>néiles, son las responsables de las diferenci..;s en la superviven 

cia, observadas de un sexo a otro; sin embargo, se ha encontrado cue la res 



-puec_,t" inmure de las hembras supera a la de los machos, desde el nacimiento• 

g sea, antes de c¡ue existan diferenci3.s hormonales marcadas entre ambos sexos. 

En el presente trabajo se d3. mayor apoyo a las bases inmunogenéticas pa 

ra explicar este fenómeno. De acuerdo con esta hipótesis, se sugiere que las 

hembras son superiores a los machos en su sistema irrnune (44), y esca di~eren 

cia, posiblemente sea el resultado de la acción de genes localizados en el 

cromosoma X, cuya función se asocia al sister.ia irmi..ne (44}. Aunque, ésto ocu 

rriria solo suponiendo que, estos genes se encentraran activos en ambos cromo 

somas X de las hembras, es decir que no sufren ccnpensación de dósis, tal co 

mo lo establece Mary Lyon en su hipótesis ( 23,33,3?) Y así, la presencia de 

un cromosoma X más en las hembras Que en los machos, determinará que éstas 

tengan ventajas en su sistema inmune; lo cual les prq:iorc:iona a su vez, ven 

tajas para una mayor supervivencia. 
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I - CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA !!MINE. 

El sistema inmune provee resistencia contra un amplio espectro de infecciones. 

La operación y mantenimiento del sistema inmune requiere la diferenciación, interacción 

v re~n1lctciOn de múltiples tipos celulares. la capacidad de generar respu'2stc.16 inmunes 

humorales y celulares específicas se encuentra bajo control genético; los productos de 

los genes de respuesta illlllllne se expresan funcionalmente en las células que participan 

en la regulación de las respuestas inmunes: macrófagos, células T cooperadoras y T- S.!!_ 

presoras. (li,9,t:O 
Las actividades independientes de muchos genes y sua productos se requieren para 

el desarrollo y mantenimiento de un sisteaa inmune funcional. Cualquier gen que modifica 

una función inmune puede ser clasificado como un gen de respuesta inmbna , Ea difícil 

estimar el número de genes Ir o de loci que están involucrados en el control de la res­

puesta inmune, especialmente porque algunos de éstos genes podrían ser no polimórficos. 

Sin ewilargo, para asegurar que las especies mantienen el potencial para resistir el más 

amplio espectro de agentes infecciosos, es esencial que exista polimorfismo en algunos 

genes Ir dentro de la población.Cll,1~) 
Biozzi y col. han analizado la regulación genética de la respuesta inmune en rat~ 

nes, por medio de la cría selectiva de líneas con altas y bajas respuestas de anticuerpos. 

Así, utilizando eritrocitos heterólogos cOIM> ant¡geno selector , éstos investigadores i 
dentificaron aproximadamente 10 loci Ir poli.órficos idependientes. Estos loci controlan 

la respuesta a 11B1chos antígenos no relacionados con el antígeno uaado para la cría se­

lectiva. Entonces la mayoría de éstos genes Ir no son específicos para el antígeno. 

Aunque la cría selectiva ha probado ser una técnica de mucho valor para la enumeración 

de genes Ir no específicos para ~l antígeno, la identificación y análisis de genes Ir e!. 

pecíficos para el antígeno, ,ha requerido de un enfoque diferente. El estudio de los genes 

Ir específicos para el antígeno, comenzó con el descubrimiento de que la habilidad para 

responder hacia antígenos seleccionados estaba controlada por genes autosotaales que 

eran heredados en una simple manera Mendeliana~,9.11. 6',6'1) 

Los tres tipos de antígenos más uaados para la identificación de genes Ir antígeno­

específicos son los siguientes: a)polipéptidos sintéticos con heterogeneidad estruct_!!. 

ral limitada; b) Aloantígenos que difieren ligeramente en sus contrapartes autólogas; 

y e) Antígenos complejos multideterminantes, administrados en dosis limitadas, en co!!_ 

diciones donde solo los determinantes más irmiunogénicos son reconocidos.Entonces, el 

descubrimiento de genes Ir específicos para el antígeno dependió de experimentos en los 

cuales, el sisteaa inmune fue presentado con un reto de heterogeneidad y especicidad 

altamente restringidas.l6.J~ 
La selección de tales inmunógenos, tendió a limitar las posibles interacciones e!_ 

pecíficas entre antígenos y las clonas de células inmunocompetentes. Esta aproximación, 

?1 



i •• J' i= .• eldo o .:,ue l a s r esp ue .::it .. ~s de una ·vdr.Leo ao dE animale s e xper i mentale s s e 

encuentr,an bajo el control de genes Ir dominan re s o codaninantes .[12) 

Me Devitt y col., analizando el control genético de la res puesta inmune en 

el ratón, haciác (T, G)-A-L, not aron que éste gen Ir e s t aba l igado a los genes 

del canplejo mayor de histoccrnpa t ibilidad, H-2 . Posterionnent e estos autor es 

demostra ron Que los genes Ir l i gados a H, mapeaban en una nueva r egión del c an 

plejo H-2, de la región I. 

El MHC codifica para los antígenos del complejo mayor de hi s tocanpatibi­

bilidad, que determinan el rechazo de los tejidos y para los antígenos cue se 

expresan en macr6fagc ·; , células B y células T que s on responsables del reco -

nacimiento de la irrnunogenicidad . 

Los genes Ir ligados a l MHC, que son responsables del reconocimiento de 

antígenos específicos como irvnunógenos; permitiendo así la formación da raspues 

tas inmunes ( que se caracterizan por irvnunidad celular y síntesis de anticuar _ 

;. e : : o:;:.r ;¡ C::etsrmi n:::.;:te3 de :.;:J : :::"".: .:;e:-.;:;~), =e ~ ;J n vecifi cado en: ra¡_onBs, pe -

rro, caballos, monos rhesus y humanos. 9,13,17, 6<1. 

En la rata, también se ha demostrado la presencia de genes da respues ta 

17 
irwnune ligados al l.t-lC . Los al t os respondedores producen anticuerpos con 

29 
cons tante s de afinidad mayores en canpar ación con los bajos respondedoras. 

La rata ha sido poco ut i l :zada para el estudio de los genes Ir, debido a cue 

el MHC de ésta, es poco conocido y a que existe poca disponibilidad de cepas 

recombinantes. Kunz y col. han establecido cue ~l MHC de la rata (RTI) as muy 
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parecido al del ratón. ( Tomado de 9). 

Se piensa, que los genes Ir ligados al 11-lC son los principales genes Ir 

antígena-específicos; aunque, hay evidencias de la existencia de otros loci-

genéticos que también influyen en la capacidad de producir respuestas inmunes, 

(ver página siguiente). (43) 

Las respuestas inmunes que están reguladas por genes !r liga:!m' 3. f-', ~e-

quieren de la presencia de linfocitos derivados del timo. No se ha observado 

control por genes ligados a H, de respuestas timo irdependientes. (5,9) 

Los genes Ir controlan la respuesta inmune hacia antígenos simples y com 

plejos, y posiblemente cada gene Ir controla la respuesta hacia un solo de -

terminante antigénico de la molécula antigénica con múltiples determinantes. 

( 5' 18) 

Se piensa que el macr6fago juega un papel fundamental en seleccionar, -

dentro de un antígeno complejo, la porción que será reconocida por las célu 

las T y B. Este proceso de selección, podría ser la función de los genes de 

respuesta inmune c.ue operan a nivel de la célula presentadora del antígeno. 

Los antígenos la, cerno productos de los genes Ir, tendrían sitios de unión 

capaces de fijar determinadas secuencias primarias, reconocidas por cédulas 

T con especificidad para los antígenos la, más secuencias de aminoácidos -

cortas del antígeno. ( más adelante se describe con más detalle la función 

de los genes Ir). (5,9,47) 



Tipos de control genético de la respuesta inmune. 

La respuesta irrnune está regulada genéticamente a dos niveles prin­

'ci pa les . (
1

) El control espe cífico está asegurado por gene s de respuesi:co­

irvnune especifica ( Ir), expresadas fenotípicamente en inmunicitos y ope 

randa a nivel del reconocimiento del antígeno. ( ~6) 

La acción de cada gen Ir está limitada específicamente a el control 

de uno o pocos epitopes. Estos genes se encuentran frecuentemente liga -

dos con el locus H-2 o con los marcadores alotipo de Inmunoglobinas. Sin 

embargo, también hay estudios Que indican a) control por genes no liga 

aos a H-2, b) intera~ción de dos genes ligados a H-2 , c) participación de 

genes no ligados a H-2 en una respuesta controlada por genes Ir ligados 

a ~2, a) control por genes ligados al alotipo de la cadena pesada, e) 

control por genes ligados a X, y f) control multigénico, particularmente 

ev i dente con antígenos cerno le jos. ( 17, 43) 

(2) La regulación general de las respuestas inmunes opera a través 

de un grupo de laci, que controlan la síntesis cuan t itati va de anticuer 

pos hacia muchos inmunógenos complejos no relac i onados. 

Por el manento la hipótesi s más aceptada, postula Que éstos gene s 

son expresados fenotípicamente en macrófagos y también en linfocitos; 

ellos controlan el proce53111iento del antígeno y con secuentemente regulan 

el efecto inmunogénico del antígeno, en la velocidad de multiplicación 

y diferenciación de linfocitos e. (56) 
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CONTROL POR GENES Ir DE LA RESPUESTA DE CADA CLASE DE 

INMUNOGLOBUL INA. 

Las cepas de ratones podrían diferir en las magnitudes de sus respuestas de 

anticuerpos hacia un antígeno dado, a caus'a de un defecto selectivo en la habilidad 

para producir anticuerpos específicos de una clase particular de inmunoglobulina. 

Desde luego, este es el caso en algunos sistemas en los cuales. los ~enes Ir 

pueden controlar la producción de ciertas clases de inmunoglcbulinas. 

Así. varios grupos han mostrado que genes dentro del complejo H-:C. p<leden co!!_ 

trolar la habilidad para producir anticuerpos 1gG. Por e_iemplo, Ke l'' ., ,,,; . 1Pr '.J 'tra 

ron que los ratones altos y bajos respondedores, podían generar respuestas de IgM e~ 

pecífícas para el antígeno X, pero que solo los ratones altos respondedores producían 

respuestas de anticuerpos lgG. La observación de que la respuesta primaría de IgM, la 

cual es timo ~ndependiente, es de igual magnitud tanto en el alto respondedor, como 

en el bajo respondedor; sugirió que ésta respuesta no se encuentra bajo el control 

de genes Ir ligados a MCH. Sin embargo, la respuesta T-dependiente de IgM, sí se en~ 

cuentra bajo el control de genes Ir, ligados al MCH, que se sitúan en la región IA.(9,tJ) 

El control de genes Ir de otras clases de ínmunoglobulinas, tales como lgE 

ha sido también b~en documentadoÍJ}) 

Por lo que respecta a la respuesta de anticuerpos de la clase IgA en el suero 

y en las secreciones, se sabe muy poco acerca de su regulación; aunque, se ha estable­

cido la participación de células T cooperadoras y T supresoras. Por lo tanto se pie.!!_ 

sa que la respuesta de IgA también se encuentra bajo el cont~ol de genes de respuesta 

inmune. tq) 
Diana M.Popp., estudiando el control genético de los niveles de IgA en el r.! 

tón, encontró que los niveles absolutos y relativos de IgA diferían entre dos líneas. 

Además, sus resultados sugieren que la regulación de los niveles sérícos de IgA se eE_ 

cuentra genéticamente controlada , y que los niveles de IgM están controlados por el 

mismo o un gen ligado. Los niveles de IgG1 , IgG:be IgG2a son controlados independien_ 

temente de la regulación de lgA e lgM . (t~ el•. IJ ~ 



EXPRES'ION DE GENES Ir 

Existen dos modelos para explicar la función de los genes Ir, cada uno se en­

cuentra basado en evidencias de varios laboratorios realizadas en varios sistemas exp~ 

rimen tales. l.6) 

¡) El primer modelo postula que los genes Ir controlan a las moléculas Ia en ID!!_ 

cr.Ófagos y células B. Estas moléculas tienen la habilidad de interactuar con antígenos 

T dependientes, de tal manera que se forma un complejo la-antígeno, el cua~ e3 capaz Jé 

activar únicamente a las células T cooperadoras o de hipersensibil iclad retard1da :or. 

especificidad para la señal de disparo que involucra a ambos componentes. 

De acuerdo con esta hipótesis, un macréf:igo r¡tie por·:•' U'1t' rr;_):C:.: .~r:i 

de interactuar apropiadamente con el antígeno nomina.l X , y que por lo tanto es inca­

paz de presentar una señal inmunogénica a los linfocitos T; será un rnacrófago no respo~ 

dedor para tal antígeno. 

La inyección del antígeno X en un animal con tales macrófagus defectuosos, fa­

vorecerá la estimulación de células T supresoras. 

Este modelo'lnacrófago-gen Ir", implica que los productos de los genes lr y las 

moléculas la son idénticas y no se encuentran distribuidas clonalmente en los macrófagos. 

Según este modelo, los los mismos productos específicos de los genes Ir son e~ 

presados en las células By en los macrófagos. Entonces, las restricciones de las célu 

las T-B controladas por el H-2 observadas para las respuestas secundarias podrían ser 

explicadas en base a la restricción impuesta en las células T de rroemoria por la estimu 

lación inicial "la-antígeno" mediada por el rnacrófago durante las respuestas primarias. 

Tal modelo para la interacción T-B regulada por la región I provee una explicación para 

la observación de que las células T dirigidas al antígeno de (respondedorX no respond.!:_ 

dor)F 
1 

, solo cooperan con células B diri;;idas que poseen el ;;en Ir "respondedor" . En 

tonces podemos trazar un paralelo completo pnra éstas restricciones reguladas por ger1es 

IR, de la siguiente raanera: de macr6fago~c~lulas T y de c~lulas T-c~lulas B.(·~~~3c de ~ 

El concepto de que las células T reconocen un complelo antÍ;~eno-Ia en L:3. ~em­

branas de las células B implica que la ::101.éci..:la la en las células E podría ser un irnpo!._ 

tante sitio nblanco 11 paca la activación de L1s células B.(41) 
i ¡) El segunde- modelo p~tra .la función de los genes Ir postula que: los genes 1r 

son exprrlsados primariamente en lt.Ls ct;luJas T ; y son rtfectados con la pro~;ucción de L.i.~ 

to res específicos coopera.Jores y supresores, los cuales llevan de te rmin:1ntes co<li f icados 

por loci en la subreg1Ón I-i\ e 1-J, respectivamente. (&) 

También hay evidencias que apoyan la existencia de éstos factores. En cepas se 

leccionadas Be han identificado de Cec:t0s específicos del antígeno que involucr:1n la au 

sencia de éstos factores, se ha mostrado que éstos defectos se encuentran controlados 

por genes de la región I. ('5, 18) 2 F 



Es difícil adaptar ambos modelos de la función de los genes Ir en uno solo que 

abarque teoría basada Únicamente, en un solo tipo de producto de genes Ir y función. 

Por lo tanto se piensa que ambos modelos son correctos, y reflejan el control 

por la región 1, de las respuestas inmunes específicas, por dos mecanismos distintos, in 

volucrando dos clases separ adas de moléculas producidas por la región la. tJ;... .. ~ ~ 5 '1.f¡) 

En base a lo anterio~, uno podría esperar encontrar que las especificidades la 

en las células B y macrófagos deberían de ser diferentes de aquellas expresadas por los 

fa.e to res de las células T supresoras y cooperadoras, y que genes distintos codifican P.!:'. 

ra éstos dos conjuntos d;> pr oductos genéticos de la región l. 



HOLECULAS la Y SU PAPEL Elt LA FUNCION DE LOS GENES Ir. 

Se ha mostrado que los genes de respuesta inmwie específica (Ir) localizados en la 

región I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de los mamíferos juegan un P!_ 

pel principal en las respuestas inmunes timo dependientes. Sin embargo, el mecanismo de 

expresión de la función de los genes Ir permanece aún como un área de intensa investí&! 

ción y de gran especulación. A través de los años, surgió una atractiva hipótesis que 

sugiere que los determinantes antigénicos involucrados en la esti111Ulación de las clonas 

de células T cooperadoras dirigidas, de hipersensibilidad retardada y proliferativas, 

son un complejo de fragmentos de antígeno en asociación con aloantígenos glicoproteín!. 

cos- Las moléculas asociadas a la respuesta inmune (Ia). Este complejo funcional de a~ 

tígeno y moléculas Ia es exhibido apropiadamente a las células T por células present~ 

doras de antígeno de origen variable, incluyendo aquellas de la línea de fagocitos mo­

nonucleares (Mo). Hasta la fecha, la información que sugiere que las moléculas Ia se~ 

cuentran involucradas directamente en la función de los genes Ir ha sido solo inferen­

cial; la prueba de tal enlace requerirá experimentos que demuestren la actual asociación 

fisicoquímica del antígeno con Ia. 

Los trabajos previos con antígenos proteínicos definidos tales como la insulina 

han contribuido mucho a la comprensión actual del mecanismo y naturaleza de la función 

de los genes Ir en el reconocimiento del antígeno.Por ejemplo, hay genes Ir ligados al 

MCH que regulan las respuestas murinas de células T proliferativas de ratones H-2b hacia 

la insulina de buey. Este control es dependiente de un proceso de selección de determi_ 

nante expresado por el Mo presentador de antígeno-la positivo y mapea en las subregiones 

Kb y/o 1-Ab del complejo de genes H-2. 



INDUCCION Y TERMINACION DE LA RESPUESTA INMUNE. 

La respuesta inmune es extremadamente compleja ya que involucra un número de inter­

acciones cruciales entre al menos cuatro tipos principales de· células diversas: 

rnacrófagos, células T cooperaJurd.:>, célulds T .::>u.pr~.';ioras y linfoci.Lu.:; .O; ca<la una 

de éstas células interactúa, "reconoce", al antígeno por medio de moléculas rece.e_ 

toras, algunas de las cuales son diferentes unas de otras. También cruciales en 

la respuesta son los varios productos genéticos del MCH los cuales regulan las re~ 

puestas que involucran linfocitos T. Los estudios de cada tipo celular aislado 

muestran no solo un alto grado de complejidad, sino que también tienen capacidad 

para regular a los otros tipos celulares. Los macrófagos procesan el antígeno, pu!_ 

aen estimular la inducción de células I cooperadoras, pueden secretar factores mo 

duladores que influencían linfocitos. Las células T cooperadoras ayudan a las 

células By a otras células T. El subconjunto de células T involucradas en la seE_ 

sibilidad retardada y en la inmunidad microbial a su turno influyen en la función 

del macrófago. Las células T supresoras controlan la respuesta inmune secretando 

factores específicos y no específicos. Finalmente, las células B responden de m~ 

nera positiva o negativa dependiendo de la estructura del antígeno y de otras cé­

lulas reguladoras. (S,'6.24 .lfJ). 

Aunque se ha avanzado bastante }a comprensión de la inducción inmune, no ha 

sido posible aún explicar, la secuencia correcta de eventos que procede desde el 

momento que el antígeno entra a un nódulo linf atico hasta el momento que el Últi_ 

mo linfocito es activado y la respuesta termina. El número de interacciones poteE_ 

ciales, la facilidad conque una respuesta influencia otra hace muy difícil definir 

una secuencia completa de eventos.Pero a pesar de todas estas dificultades, cíe.E_ 

tos fenómenos se distinguen claramente y son considerados pasos cruciales en cual 

quier respuesta: 
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A) Inducción de la respuesta inmune.-
1) La captación del antígeno por macróf agos es crucial para la respuesta a 

antígenos T dependientes. La presentación del antígeno por el macrófago es esencial 

para la inducción linfocitos T cooperadores a través de un psso controlado por el MCH. 

2) Las respuestas inmunes ~on clonales, involucran células T y B con recep­

tores uní-específicos. 

3) Las respuestas inmunes involucran interacciones celulares de "llave" con­

troladas por el MCH. 

4) Pueden inducirse respuestas positivas y negativas en los linfocitos T d!_ 

pendiendo de la activación de células T cooperadoras o supresoras. La inducción de 

células T cooperadoras es influenciada críticamente por cantidades y formas de anti~ 

no las cuales interactúan con macrófagos. La inducción de células T supresoras po­

dría en sumo grado depender de la interacción con moléculas de antígeno las cuales 

no involucran un paso controlado por el MCH. 

5) La respuesta de células B es afectada por el estado de maduración de la 

célula B, la estructura y cantidades del antígeno y por la presencia de células T 

cooperadoras. Claramente la respuesta de la célula B es un proceso de selección del 

antígeno que madura con el tiempo, e involucra receptores de afinidades variables. 

B) Finalmente, lo que causa la terminación de la respuesta inmune es lll1 conju.!!_ 

to de factores que han sido analizados y discutidos extensivamente, a continuación 

se describen los que se consideran de importancia: 

1) La eliminación del antígeno. La duración del antígeno en una forma inmun2_ 

génica en los macrófagos es relativamente muy corta. Una vez que el antígeno desap.!!_ 

rece del compartimiento inmunogénico la respuesta disminuye. 

2) La presencia de anticuerpo. Las moléculas de anticuerpo pueden unir el ª.!!. 

tígeno disponible deteniendo su interacción eficiente con los linfocitos.Se piensa 

que físiológicamente, los anticuerpos juegan un papel homeostátíco en el corte de la 

respuesta. 

3)El surgim.iento de las células T supresoras. Hay evidencias de estimulación 

por retroalimentación de células ~ supresoras específicas en respuestas inmunes hacia 

antígenos T dependientes convencionales. Estas células T supresoras son estimuladas 

por el surgimiento de células T cooperadoras Lyl+ y ayudan a terminar la respuesta. 

4) La respuesta anti idiotiro. Hay evidencias en favor de la existencia de 

una respuesta de anticuerpos hacia los idiotipos expresados en las células By T. 

Esta respuesta anti idiotipo podría también servir para terminar la estimulación de 

las clonas que llevan idiotipos en alguna etapa de la respuesta. (io..,.,do de S ':il8). 
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II. Antecedentes de 1- superioridad Biol6gica de las Hembras. 

"ESTLDIO DEL EFECTO DEL SEXO EN EL SISTEMA IIWUNE" 

Aunc.ue es ampliamente aceptado que las hembras son más resistentes i;;ue las 

machos a las enfermedades infecciosas (1,32,36,44,49,51,62) y que la superviven 

cia de las hembras (35,44,65) es mayor a la de los machos en cualquier etapa de 

la vida, las mecanismos que penni tan explicar de manera convincente estas fenÓ·· 

menas aún no han sido esclarecidos. 

La hipótesis más fuertemente apoyada por la evidencia experimental es la -

·::ue s ugiere que el sistema irrnune de las hembras es superior al de los machas 

debida a cue existen genes de respuesta inmune localizadas en el cromosoma X, 

las cuales, asumiendo que no sufren inactivaci6n 1:nuno de los cranosanas X, _ 

confieren a las hembras ventajas inmunes sabre los machos par la 2xpresión de 

uná doble dósis de gene~ de respuesta inmune (41). 

Por otra l e.da, se tia propuesto cue las ciferencias que existen entre ma -

chas y hembras en su sistema irrnune, se daben a las diferenci'as hormonale s 

c ue existen entre ambas sexos. ( 21,31,4,53,6.3,66} 

El escudio del sisterra inmune en rel3ción al sexo y de la acción ne las 

hormonas sexuale~ esteroides sobre el sistema inmune ha sida paco ubordado.Los 

estudios realizados hasta la fecha se han enfocada s obre ocho a:,pec·os bá s ícJ 

mente c. ue se des c riben a continuación, resumiéndose los resultados obten1 dos 

en cada uno de ellos: 
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I.- EXISTEN NLMEROSAS EVIDENCIAS CIRCUNSTANCIPLES, QLE MLESTRAN QUE LA SUSCEP­

TIBILIDAD A LAS ENFERMEDADES HFECCIOSAS ES MAYffi EN MACHCE OLE EN HEMBRAS. 

Ls incidenc~a de ~nfecciones virale~ 86 m¿~ f1e~~ente en m~chos ~ue en 

hembras. Como ejemplos podemos citar: la poliomielitis, la hepatitis 8, las 

infecciones respiratorias causadas por parainfluenza y por el virus sincitial, 

la infección a nivel de SNC aor ECHO virus, la gastroenteritis por rotavirus, 

la panencefalitis esclerosante, la leucoencefalopatía multifocal progresiva, 

etc. (11,44,49,62) 

-Los machos también presentan enfermedades bacterianas infecciosas más -

frecuentemente c,ue las hembras. Como ejemplos podemos c~ tar: las infecciones 

producidas por estafilococos, ~ y por Haemophilus influenzae. En rato 

nes también se ha observado una mayor susceptibilidad a patógenos hacterianos 

en machos que en hembras. ( 3,41,48). 

En humanos se ha encontrado que existe influencia del sexo en 10:3 ni ve 

les séricos de IgM; pues éstos son significativamente nayores en lcL >-iembras 

que en los machos. Además en estudios con mujeres con diferente número de ero 

mosanas X ( desde 45,X hasta 48, XXXX) y en hombres, se hd reportado c;ue cx~s 

te una correlación positiva entre el número de crcwnosa •. ,.c X presentes y le< 

concentración sérica de IgM ( 8,46,48.22). Sin embargo, •;L;rmi en u ::udio 

simile;r, reportó .;ue no sólo los niveles de IgM se ª"'e ~n al núme -ro 



mesanas X sino que también los de IgG. Indica también, que ha existe tal aso 

ciaci 6n en cuanto a las concentraciones de IgA, IgD ni IgE. (41). 

En otros estudios no se han encontrado di fere ncias entre ambos sexos en 

cuanto a los niveles séricos de IgA ni de IgG. (8,22, 46}. Sin embar go, Stoop -

ha reportado que las mujeres tienen niveles de IgG signi f icativamen t e mayor e s 

c. ue los rianbres. ( 55) 

III. RESPLESTA ESPECIFICA DE It\MUNDGLCBLLINAS. 

A) RESPLESTA ESPECIFICA TOTAL DE ANTICLERPOS. 

i) En hum:mos. 

-Rowley y Mackay midiendo l a r espues t a total contra f lageli na de Salmone 

1 1 ~ ~de l ai de , en humanos , encontraron que los t í t ulos hernoag l utinantes t a ta 

les eran significativamente mayores en hembras que en machas . ( 48) 

-La respuesta a antfgenos de E. coli y de Rubeola RAP, es mayor en niñas 

~ue en niños. (36) 

-Las concentraciones de isoanticuerpos con tra ant í genos A y B s on s i gni · 

ficati vamente mayores en hembra~ que en machos. (22) . 

-Se ha reportado que existen diferencias entre am bos sexos en la r espues 

t3 i nmune a l virus de l a hepatitis B . .'\demás, l a presencia de varias enferme 

dades heoáticas crónicas relacionach s con HBV tales como l a hepa titis activa 

crón ica , l a cirrosi s pos t necrótica y el carcinana hepatocelula r pr i mario, e s 

mt: yor en hombres c,ue en mujeres . (32) 
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ii) En animales. 

-Satchelor Chapman encontraron en ratones que las hembras tenían títu 

los hemoaglutinantes mayores que los machos contra un tumor incompatible. 

Observando también que la reactividad superior de las hembras no era debida 

'j la presencia de tejidos ováricos, pero que la inferioridad inmunológica 

de los machas era debida, al menos parcialmente a la presencia de testícu 

los. ( 4) . 



- Los gatos machos producen menor respuesta de anticuerpos totales contra Bru­

cella abortus _que las hembras. ( T ...... o.Ao..de ?~ · 

- También se ha reportado que la repuesta total de anticuerpos hacia antígenos 

T- dependientes y T-independientes, es mayor en ratones hembras que en machos. ( :2 ,11) 

Más adelante ae discuten con más detalle éstos datos, (ver inciso No.5). 

B) RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS lgA, lgG e IgM. 

i) En humanos 

La población femenina tiende a formar anticuerpos anti polio virus I de las 

claaes IgA e IgG;mientraa que los hombres forman lgG preferentemente, aunque lsta dí 

ferencia cualitativa de la respuesta imnune, no fue significativa ( 1 ) . 

- Rcw lev y !-!a ck ay , reportaron que l os títulos de lgG antiflagelina no diferían 

entre ambos seJ[OS, pero los títulos de IgK anti flagelina fueron significativamente 

mayores en las mujeres que en los hOtllhres (4,). 

ii ) En ratones. 

-Terres y col. encontraron que las respuestas primaria y secundaría aontra alb~ 

mina series bovina eran mayores en hembras que en machos. ( ~ ) • 

- La respuesta de IgK en los ratone9 hacia antígenos T-dependientes y T-indepeE_ 

dientes es mayor en las hembras que en los 1111Chos.(ver inciso No.5). 

- Eídinger y Garrett evaluaron las respuestas primaría (IgM) y secundaria ( IgG) 

hacia varios antígenos T-dependientes y !-independientes, encontrando que ambas res­

puestas eran mayores en lss hembras que en los machos; y que la castración de los ma 

chos provocaba incrementos en la respuesta inmune. ( 14). 

-Los estudios clínicos y en animales indican que las hoI'lllOrulS masculinas suprimen 

la producción de anticuerpos; mientras que las femeninas apoyan su producción. (1,1(3',14). 
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IV.- RESPUESTA INMUNE CELULAR EN KAOlOS Y HEMBRAS¡ y ACClON DE LAS HORMONAS 

SEXUALES ESTEROIDES. 

i) EFECTO DE LOS ESTEROIDES SOBRE EL TIMO Y EL TEJIDO LINFATICO. 

Se ha observado que los esteroides adrenales y gonadales exhiben un efecto 

moderador en el crecillliento del timo y del tejido linfático; por ello se pensó que 

podrían influenciar la respuesta inmune. Se ha notado hipertrofia del tejido linfoi_ 

de, seguida de la adrenalectomía, la orquidectomía y la ovariectomía. Por otro la­

do se ha descrito atrofia del tejido linfoide seguida a la administración de estero.!_ 

des adrenalea, andrógenos, estrógenos y de grandes cantidades de progesterona.(4,1~,,.Z~ólJ 

'2 ca reportado que el tamaño del timo de las hembras es mayor al de los ma­

chos ( ~~ )y que la inyección de testosterona en ratones orquidectomizados causa Í_!! 

voluci¡)n del timo (6>). Se ha encontrado también, que los estrógeno& causan invol.!!_ 

ción tílllica y pérdida de linfocitos pequeños de bazo y nódulos linfáticos. ( 'l ) . 

ii) CELULAS T CITOTOilCAS Y HORltJNAS ESTEROIDES. 

Son bien conocidos los efectos inmunosupresores de los corticoesteroides, P.! 

ro los efectos de las hormonas sexuales esteroides sobre el sistema inmune han sido 

poco estudiados. Sin embargo, algunos reportes sugieren que la progesterona y los 

estrógenos inhiben la inmunidad celular, ésto ha sido evaluado por la prolongadas~ 

brevivencia de aloinjertos de piel en anilllales a los que se han administrado éstas 

dos hormonas. (66). Las hembras rechazan los aloinjercos de una manera más rápida 

y consistente que los machos; además la gonadectomía, la adrenalectomía y la adren~ 

lectomía-orquidectornía combinada aumentan substanci~lmente la fuerza de rechazo de 

los aloinjertos en machos, y en menor extensión el rechazo de las hembraa.C.21), 

Después de la gonadectomía, el porcentaje Je rechazo de injertos de la& hembras 

es mayor que el de los machos, pero la velocidad ES menor. Al transplantar testículos 

a las hembras ooforectomizadas, éstas muestran un porcentaje de rechazo de los inje.!: 

tos significativamente menor al encontrado en las hembras ooforectomizadas sin tran! 

plante de testículos. En contraste, los machos qrquidectomizados que recibieron tran!s 



plantes de ovario.s, mostraron un porcentaje de rechazo que no fué significati 

vamente difel'9nta al encontrado en los machos orquidectCJnizados sin transplan-

tes. ( 21). 

Se ha encontrado también, que la testosterona y los estró;enos producen 

susceptibilidad aumentada a las infecciones intracelulares, cuya inmunidad im­

plica irwnunidad mediada por células. 

iii) CEU.l..AS T COCPERAOCRAS 

Un estudio mostró c:ue los linfocitos de mujeres oue toman estrógenos/pro 

gesterona como anticonceptivos orales, tienen respuestas más bajas a la fito 

hemoaglutinina ( PHA). También se ha reportado c:ue las hormonas progesterona, 

estradiol y testosterona, inhiben la transfonnaci6n de linfocitos estimulados 

con PHA o con PPO; y al ccwnpararse el efecto de éstas tres hormonas con el 

marcado efecto inhibitorio del cortisol sobre los linfocitos estimulados con 

r:rif\ 1 se encont;ró 4ue: L.., ¡:.1 age:,terono. y el estrad.i.ol tenían efectos inhibiLo 

rios moderados; mientrss c:ue la inhibición por testosterona era baja. (66). 

En un estudio en el que se ccwnparó el potencial imiunológico de linfoci 

tos T y de células presentadoras de antígeno, en ratones machos. y hembras, se 

encootr6 lo siguiente: los lÍ nfoci tos de ratones machos o hembras oue no pue­

den producir ni responder a testosterona ( Tfm/y= ratones con feminización 

testicular), fueron más reactivos que los linfocitos de machos, a aloantígenos, 

en MLR ( = Reacción de linfocitos mezclada- respuesta proli ferativa de linfoci 

tos alo;¡énicos cultivados juntos). Se encontró también, c:ue las células de 



bazo estimuladas Con A, de ratones hembra, producen más interleucina 2 (IL 2) 

que las células de machos o hembras tratados con testosterona. Y por último, -

al probarse la capacidad de los linfocitos de ratones inmunizados para respon 

der a antígenos selubles " in vitre" ( KLH y [NA), se encontró c;ue las células 

irmunOCCfTIPetentes ae las hembras respondían más vigorosamente que las células 

de los machos y que las células originadas en ratones hembras con implantes de 

testosterona. (3). 

iv) MACRCFAGCE EN MA°'OS Y HEMBRAS. 

Las células presentadoras de antígeno en el bazo de ratones hembras son 

más eficientes que las células flP de los machos para iniciar l a respuesta se 

cundaria en linfocitos acti vado . , 

La castración de los ra~ones machos aumenta la eficiencia en la presenta 

ci6n del antígeno; y el tratamiento de los ratones hembras con andrógenos la 

disminuye. 

En resúmen los datos de Weinstein sugieren c;ue las células de l a s hem 

bras son s uperiores a las de los machos, en funciones i nmunológicas e;ue están 

asociadas con: a) reacciones contra el antígeno, y b) reacciones de reconoci ­
,...,c......\o 

da :l9s -ar:itígenos de hi stoconpatibilidad; como son la presentación del antígeno 

y ML.R. Ademas la reactividad diferencial de los inmunoci tos entre ratones ms 

chas y hembras, depende del bals nce hormonal -Oel animal; s iendo los andróge 

nos inhibidores y los estrógenos ac t ivadorcs. (6). 
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Exi sten e ·/ .. dencias e ue muestran c¡ue la actividad fagocítica de los macrófagos 

de ratas es mayor en hembras que en machos (5,55) 

V. GEl'ES LIGAQCE AL ffiQ.lCECJ.lA X EN EL BAT!JN, CQN fUNCIOf\ES lLMUNffiEGULAOffiAS. 

i) Respuesta irmune específica hacia antígenos T indepenoientes. 

- Se ha reportado que en ratones l a respues:a de anticuerpos lgM contra an 

tígenos T independientes cano: el polisacárido del nec.mococo II : y el bcido 

poly-I:poly-C, es mayar en las hembras que en los machos. También se ha er,contra 

=o ~ue ~:; '1 cbilidad para responder a DNA desn3tur~L z :¡,:J o ce encuen~r~ rc~"1~d~ 

genéticamente por un geneligado al cromosoma X. (2,50,38,14). 

-Zeicher et.al. ha n identificado un nuevo sistema de aloantigenos polimór 

ficos controlado oor loci en el cromosoma X, usando a nLi s ueros de ratones hibri 

dos cue difieren en su cranosana X. Estos antígenos se asocian a los genes de 

respuesta inmune que cootrolan la resp~esta inmune hacia los antígenos timo in 

Jepeno~entes; y también muestran asociación con el locus de histocompatibilidad 

presen te en el cromosoma x. Estos antígenos fueron principalmente detectados en 

una subpoblación de linfocitos derivados del timo. (67); 

-€1 cromosoma X del ratón irwnunodeficiente LBA/ N contiene un gen recesi vo 

lldl!IBdo " xid" ( X chranosane lirV<.ed irrnunodeficiency gen), e l cual es re,¡pon 

sable de varios defectos inmunes incluyenco: bajos niveles séricos de IgM, au­

sencia de respuesta a los ~ntigenos T independientes tipo 2 y ausencia de un 

subconj unto de células B de maduración tardía las cuale s , en ratones nornnles 

e>'.;:iresan los antigenos de diferenciación: L7:J 7, Lyb 3, Lyb ::, e I oJW39. (7,2Ci,26,47) 



-se ha reportado c.ue el gen .~id tiene un profundo efecto protector sobre 

las enfermedades autoirrnunes. Aún en la enfennedad autoirrnune asociada al cromo 

soma Y ( y sin relación hormonal) de los ratones machos BXsB y ( NZBxBXSB) F1. 

(52). 

ii )Respuesta inmune específica hacia antígenos T- dependientes. 

En los ratones la respuesta de anticuerpos toteles cantr-J an:fgencs denen 

dientes como son: los eritrocitos de carnero (14), la garnaglobulina humana alca 

mente dinitrorenilada y la albúmina séric~ bovina ( ~9); es mayor en les hembras 

que en los machos. La respuesta a BSA de los ratones hembras cambién es de mayor 

duración Que la de los machos. (59) 

Debido a c.ue la respuesta de anticuerpos primaria y secundaria de las hem -

bras a los antígenos T-dependientes es de mayor duracion e intensidad que la de 

los machos, puede pensarse que la respuesta a otros antígenos T- dependientes 

como son: el GAT (12) y la nucleasa del estafilococo puede estar asociada a ge 

nes ligados al cromoscma X. Pues, en los ratones la respuesta a estos dos antí 

genes muestra diferencias cuantitativas y cualitativas no asociadas al ccmplejo 

mayor de histoccmpatibilidad. (9). 



VI.- LAS INMUNODEFICIENCIAS LIGADAS AL SEXO SON HAS FRECUENTES EN MACHOS 

.QUE EN HEMBRAS • 

Existen cinco inmunodeficiencias ligadas al sexo que atacan preferentemente a los 

hombres : la hipogammaglobulinemia congenica ligada al sexo, la inmunodeficiencia gr_! 

ve combinada, la inmunodeficiencia con hiper-IgM, la illllUnodeficiencia con trombocito-

penia, eccema e infección recurrente (síndrome de Wiskott-Aldrich), y la enfermedad gr_! 

nulomatosa crónica. Ql lO, ~) 

Se ha reportado, que las mujeres con deleción intersticial en el brazo corto del 

cromosoma X (del(Xp)) tienen bajas respuestas proliferativas de linfocitos a concana 

valina A (Con A) y una marcada depresión "in vitro" de la función de células B. Las p~ 

cientes con (del(Xp)) generaron muy pocas células forB&doras de placas (PFC) inducidas 

por mitógeno de fitolaca (PWM), aún en presencia de hidrocortisona (HC) para inhibir 

células supresoras sensibles a HC. Las células B de las sujetos con del(Xp) secretaron 

muy pocas cantidades de IgA, IgG e IgM. Las células B de éstos pacientes fueron incap_! 

ces de secretar inmunoglobulinas aún en presencia de células T cooperadoras normales ( 

OKT 4+ ) • La función de las células OKT 4+ de las pacientes con del(Xp) estaba lig~ 

ram.ente reducida, mientras que la actividad de sus células OKT 8+ ( supresoras) era 

normal. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la producción de anticuerpos se en 

cuentra controlada al menos parcialmente por genes localizados en el brazo corto del 

cromosoma X. (.\b) 

En ratones tani>ién existen genes ligados a X inaunoreguladores,.los ratones CBA/N 

poseen una iamunodeficiencia recesiva ligada al cr0110Soma X. (2). 
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VII.- LAS ENFERMEDADES AIITOINMUNES ATACAN PREFERENTEMENTE A LAS HEMBRAS. 

Como ejemplos de algunas enferaedades autoinmunes que se desarrollan con mayor inci 

dencia en las h&!Dhras que en los machos.- tenemos las siguientes: 

La anemia hemolítica autoinmune espontánea de la cepa NZB/Bl, la artritis inducida 

por adyuvante de Freund en ratas, en humanos el lupus eritematoso, la artritis reumatoi-

de, la tiroiditis Hashimoto, la miastenia gravis, la anemia hemolítica autoinmine adqui 

rida,etc. (18,lO,'f"f). 

En un estudio realizado en ratones ª1 demostró ~ue la respuesta de antícuerpos con 
<.'5B,51,44J 

tra DNA está controlada por genes ligados a X. El modelo para lupus-erythematosus fue el 

ratón ~ZB (el cual muestra autoinmunidad aumentada asociada al sexo). La autoinmunidad 

timocitotóxica de ocurrencia natural(NTA), ocurre aproximadamente en el 50% de la desee~ 

dencia delas hembras de rato~es NZBxDBA; mientras que rara vez aparece en los machos. P~ 

ro la castración de éstos ratones machos híbridos, resulta en la aparición de NTA en a• 

proximadamente el 50% de los animales. Ya que la castración abuele la diferencia entre 

machos y hembras en los ratones híbridos NZB/DBA, se piensa que las hormonas sexuales 

son las responsables de este fenómeno. Además, otro estudio demostró descubrimientos se-

mejantes: La castración prepuberal de los ratones B/W machos acorta notablemente su so-

brevivencia; mientras que la castración de las hembras B/W no tiene efecto alguno so-

bre la supervivencia. Se observó también que los machos castrados tenían cantidades may~ 

res de anticuerpos anti DNA que los normales; y que mostraban un encedido prematuro en 

la producción de lgG. Por otro lado se encontró que las hormonas masculinas protegían 
contra la autoinmunidad. 

Estos dat.oe indican que las hormonas sexuales influyen grandemente en la forma~ 

ción espontánea de anticuerpos anti DSA y la enfermedad autoinmune en el ratón B/W. 

Tatal ha sugerido, que el equilibrio entre células T cooperadoras y supresoras podría 

estar modulado por hormonas sexuales; estando l¡¡ supresíón f av1-..recída por los andrógenos. 

La enfennedad autoimaune del ratón NZB/W es suprimida por tratamiento con testaste-

rona o con dihidrotestosterona • En contraste los estrógenos aceleran la aparición de e!! 

fennedades autoinmunes, que se sabe que ocurren con r:¡ayor freC11encia en he~~bras 'l'J-a en 

machos. ('14, 52) · 
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VIII.- OTRAS DIFERENCIAS ENCONTRADAS ENTRE MACHOS Y HEMBRAS EN SU SISTEMA INMUNE. 

i) TOLERANCIA 

(1'1.44) 
La no reactividad es más fácil de obtenerse en machos que en hembras. Las hembras 

tienden a desarrollar inmunidad a dosis de antígeno que inducen tolerancia en machos de 

la misma edad. Esto podría explicarse en base a dos observaciones: a) tn la respuesta a 

los antígenos T independientes es más fácil de obtener tolerancia que contra los ant.f 

genoa T-dependientes y b) la respuesta áe IgM contra los antígenos T-independientes se 

encuentra regulada por genes ligados a X. Por lo tanto las bembraa producen mayores 

respuestas de IgM a los antígenos T-independientes y es más difícil obtener tolerancia 

en ellas que en los machos . 

ii) Frecuencia de cáncer. 

Los hombres padecen algunos canceres con mayor frecuencia que las hembras. Esp~ 

cialmente linfoma y leucemia .l 14') 

iii) La producción de Interleucina II ((;3) .. 

Como ya se mencionó la testosterona y los estrógenos tienen efectos opuestos en 

el sistema iDlllWle: los estrógeno& aumentan y la testosterona disminuye la respuesta 

celular y de anticul!rpos aloa antígenos. Pero otro factor que podria contribuir a la 

débil respuesta de los machos es la producción de interleucina Il (IL 2). 

Las células de bazo de los machos o de las hernbraB tratadas con testosterona, 

producen menor cantidad de IL 2 que las células tomadas de ht!llbraa normales. Para pro-

ducir IL 2 los linfocitos T-Lyt-1+2 deben interactuar con un macrófago la+ , o con 

el mediador soluble IL l. 

Aún no se sabe si. la reducida produccién d~ IL 2 es el resultado del efecto de 

lo testosterona sobre los macrófagos o sobre ambos tipos de células- linfocitos T y 

m.acrófagos. 
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üI. Insctivación del cromosana X en mamífero0>. H~pói:es1s de Lyon. 

En el humano, las células de una hembr~ normal, contienen un pequeño 

=usrpo teñido oscuramente, 5ituado justamente dentro de la membrana nuclear 

-éste es el llamado cuerpo de Barr o cromatin sexual; la cromatina sexual -

no axiete en las células de machos normales, pero se ha observado ~ue en lss 

células de individuos con constituciones anormales de cromoscrnas sexuales, _ 

s~empre hay un cuerpo menos de cromatina sexual c:ue los cromosomas Y que 

exi s terr- oar e jemolo un :ns.cho XXY :_ e:-.e 1 
..... n cu e;~;= o ...:8 S..:i.rr, l..One. nembra XO no 

tiene ninguno, y una hembra XXX tiene dos. (19,40,65) 

Así después del reconocimiento del cuerpo de cranatina sexual, o cuer 

po de Barr, cano un cranosc:rna X inactivo; Mary Lyon desarrolló la hipótesis 

del X inactivo. (33). De acuerdo con esta hipótesis "uno de los dos cranoso 

mas de la hembra normal es inactivo irreversiblemente por heterocromatiniza 

c~ón, a~reaedor ae siete o doce oías después ae la fertilización. En algunas 

células es inacti·vado el cranosoms X materno, y en otras el paterno, pero el 

mismo cromosana se mantiene persistentemente inactivo en todas las células 

descendientes". 33,40,65) 

Como apoyo 3 est3 hipótesis tenemos c;ue: Muchos genes limitados por x 

producen el mismo efecto fenotípico, ya sea en dósis individual o doble. El 

organismn gener3lmen~e controla los genes limii:~dos 5 X cue no están involu 

erado~ con la determinación o di ferenci 3.C~Ón :::exual, _;ue se encuentra en une 
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cOBi3 individual en machos y doble en hemo~as. Así el nivel de actividad es 

igual en ambos sexos¡ y esto es lo que se conoce como compensación de dósis. 

(33,65). 

Se han observado genes limitados a X en humanos, que dan origen a mosai 

cuismos funcionales, así, parece que la ccrnpensación de dosis en humanos es 

rutinariamente realizada oor la supresión total de la acción de uno de los 

dos alelos presentes. Ya ~ue la mayoría del DNA nuclear de eucariotas es 

normalmente inactivo transcripcionalmente, uno pcdria pensar que la compensa 

c~ón de dósis en humanos es una consecuencia oe la acc:~ac~ón de solo uno de 

los alelos presentes. 

La Heterocromatizac:ón previene la transcripción: 

Tanto en los efectos de posición de tipo V, como en los sistemas de ele 

mentas controladores, la presencia de heterocromatina afecta la expresión de 

los genes eucromáticos adyacentes, posiblemente por la heterocromatización 

esparcida dentro de los genes eurocrométicos evitando su transcripción. Un 

ejemplo de heterocromatización, es el agrupamiento de los cuerpos de Barr, lo 

cual previene a esos genes de ser transcritos. Esta conclusión se basa en la 

observación de que la incorporación de uridina radioactiva al RNA en la región 

del cuerpo de Barr de fibroblastos femeninos, constituye sólo el 18o/o de lo 

cantidad incorporada por un volumen similar de una región del comosoma X no 

perteneciente al cuerpo de Barr. Parece ~ue hay igual probabilidad de inacti 



var cualquiera de los X's normales ( aunyue los X's con delecciones se encuen 

tran preferentemente incluidos en los cuerpps de Barr). La inactivación no 

ocurre en la línea germinal. Por ejemplo, uno de los dos crc:mosc:mas X' es una 

rata hembra adulta es heterocromático en tejidos sc:máticos, mientras que nin 

gún X es heterocranático en el oocito. Ha sido demostrad , en oocito~ humanos 

maduras, Que ambos loci para la enzima G6PD son funcionales. No se sabe qué 

factor determina por qué ningún X es heterocromático en la linea germinal, o -

cuál X será heterocranático en tejidos sanáticos. ( lanado de 23) 

EVIDENCIAS Qt.A:: APOYAN LA HIPOTESIS DE LY()ll. 

Varios estudios apoyan la hipótesis de un solo X activo. 

La mula ha proporcionado una línea interesante de evidencias citológicas, ya 

que el cromoscrna X del caballo es fácilmente distinguible del cranosoma X del-

burro, en bases morfológicas. Y así el exámen de cari demostró Que el cranoso 

ma X de replicación tadi'a ( inactivo) era originario ya fuera del caballo o 

del burro en difere ntes células. (40) 

Entre los estudios realizados en el hanbre que confinnan la hipótesis de 

Lyon están ac.uellos derivados de las investigaciones sobre la G6PO ( glucosa 

6 fosfato deshidrogenasa) y los de la translocacifln X/X. Las mujeres hetera 

cigótas para el gen recesivo ligado a X que produce una deficiencia en la enzi 

ma G6PO, algunas veces muestran una anemia ligera como resultado de comer habas 

o de tanar medicinas antimaláricas. Cuando se extraé sangre a esas mujeres a 

una de esas drogas, se encuentra que alrededor de la mitad de las células son 
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hemolizadas, mientras que la otra mitad no es afectada. Es posible que las 

cédulas afectadas hayan procedido de células progenitoras que tenían un cromo 

sQr;Ja X activo con el gene mutante para la defic::iencia de G6PO. l23) 

Si las células varían respecto a C<lal de los cranosanas X se convierte en 

el cuerpo de cromatina sexual, se esperaría que una hembra fuera un mosaico en 

el cual, en algunas células se expresara un grupo de genes ligados al cromoso­

ma X del padre, y en otras se expresara el otro grupo de genes del cranoscrna -

X de la madre. El efecto de esta acci6n de mosaico fué investigado por Mary 

Lyon en ratones. En los estudios con ratc:nas heterocigotas para los genes ama 

rillo y negro, ligados en el cranosoma X, Lyon encontr6 que la capa resultaba 

de un aspecto moteado, con manchas tanto de color amarillo cerno negro distri-

buídas de manera irregular. Parecía evidente que un cranoscrna X estaba funcicr-

nando para producir el color amarillo y el otro X, el colo negro. (65} Pero las 

manchas eran demasiado grandes, debido a que cada una de ellas incluía un 

área cue contenía muchas células. De aquí fué de donde la investigadora modi-

ficó su hipótesis postulando que: "la inactivaci6n de uno de los dos cremoso 

mas se efectúa, en ratones, unos-16 días oespués de la concepción y que una -

vez que un cranoscrna X ha sido inactivo, pennanece en ese estado, de tal mane--

~a ue todas las cédulas cue desciendan de la portadora con ese cranoscrna ten 

drá,i el misno cromoscrna X funcional". Esto explica las manchas irregulares de 

color en la capa de los ratones adultos. Cada una de ellas tiene origen en 
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una cédula embriónica diferente y cada mancha tiene una probabilidad de 1: 1 de 

ser amarilla o negra. (65, 19,33) 

En gatos, también se ha observado que los gatos de color estampado o carey, 

son siempre hembras; y son heterocigotas para los colores amarillo y negro. O -

sea que presentan un patrón de mosaico igual al descrito en los ratones (65) 

Se piensa que la inactivación de uno de los cranosanas X, en el embrión de 

los hunanos, se efectúa en el decimosegundo día de la embriogénesis, aproximada 

mente en la etapa de 32 células. Algunas mujeres que son heterocigotas para la -

hemofilia muestran un marcado retardo en el tiempo de coagulación de la sangre. 

Posiblemente, en estas mujeres, muchas de las cél.ulas que producen la sustancia -

VIII tienen un cranoscrna X activo Que contiene el gen para la hemofilia y otro 

inactivo con el alelo normal. Otras mujeres heterocigotas para la hemofilia pue 

den no mostrar retardo en el tiempo de la coagulación debido a que precisamente -

han recibido el arreqo opuesto- muchas cédulas tienen un cromosoma X activo porta 

clor del gene normal y pocas células en las cuales se expresa el gen para la hemo 

fC.lia. [65) 

La percepción del color por las mujeres heterocigotas para uno de los genes-

cue ocasiona ceguera para el color, da la misma ir-1icación. Algunas tienen defec-

tos en L.i percepción del calor que están restringidos a ciertas áreas de la reti­

na, mientras muestran una percepción normal para el color. l65 ) 

El Mos:ü cuismo. 

El mosaiquismo fenotípico involucra heterocranatización. 

La heterocromatización facultativa del cranosana X cue resulta en la ccrnpen-
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saci ón de dósis, puede ex t enderse hacia otros loci eucrcrnáticos , los cuales 

se vuelven adyacentes a él cerno resultado de la translocación. 

En ei caso de eucariotas , se especula Gue la organización ordenada de los 

crcrnosana = / sus partes en el núcleo, ref leja un or denamiento en la acción ge -

nética . Un cambio en es ta organi zación pod~ía tener cons ecuencias fenot ípicas , 

es decir podría tener un efecto j e posición. 

Se han ob'enido ratona s he terocigóticas para una t ranslocación recíproca 

entre el cranoscrna X y un autoscrna. 

Cuan::o el autoso.T> translocado lleva un alelo dcrninante particul"r normal, 

y su hanólogo no tras locado lleva un mutante alelo recesivo, las hembras son 

frecuentemente mosaicos feno t ípicos para el gen en cues tión . As í , a lgunas par­

tes del tejido afectado, muest r a n el carácter reces i vo y otras partes muestran 

e l carácter daninante para el gen autoscrnal. (2J) 

Aquellas porciones de las ratonas c; ue fallan al expresar el alelo dcrninarr 

te, es tán mostrando un e f ec to de posición en este gen, en su posici ón transloca 

da. Una explicaci ón para este efecto de posición es la siguient e: D..ia ndo el frag 

men t o X cue lleva el alelo dani nante tras locado, e s he teroc ranat izado faculta 

t ivam··,1te 1 la he t erocrcrnati z·3ci ón se ex tiende al fragmento auto,,omal unido, ü 

menos hasta el locus del a lelo daninan te , y previene se; t r a nscripción. Como re -

sultado de ésto, se expresa el fenotipo recesivo. t:.n ced uLJs donde el X no trans 
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FIG. La hio6tesis de la extension de la heterocromati 
zaci6n facultativ~ para explicar el efecto de posición obseZ: 
vado en los ratones hembras para algunos loci autosomales trans 
locadas a el cromosoma X. El cromosoma X encerrado en el area -
sombreada es hetero c romatizado. Los fenotipos se refieren a 
marcas autosomales indicadas. 

En estos heterocigotos con translocación recíproca, el gen 
normal es inactivado menos frecuentemente a medida que aumen­
ta la distancia entre su locus y el punto de unión del aut~ 
soma al cromosoma X ; por ello como se apre cia en la figura 
para los alelos 2+ y 2 m , un locus autos omal translocado muy 
lejano del punto de unión .de X podría no ser inactivado. 
( l+ gen normal dominante, lrn gen mutante recesivo, 2+ gen 2 
normal dominante, 2m gen 2 mutante recesivo). 



locada es heterocromatizado, el alelo dcrninante puede ser transcrito. 

En tales heterocigotos con traslocación recíproca, el gen normal, es inac-

tivado menos frecuentemente conforme ::!...:rnent3: 1~ dic:t::::nci3 entre su locuos, y el 

punto de unión del autoscrna al crcrnoscrna X. Un locus auto, crnal traslocado muy 

lejos del punto de unión del X, podría no ser inactivado del todo. Entonces el 

efecto de extensión postulado, disminuye mientras más lejano se encuentre el 

locus autosomal de su conección al X. 

Otro ca20 conocido, es donde dos traslocaciones recíprocas X-autosana, te-

nían puntos de ruptura casi idénticos en el autosana. Una traslocación mostraba 

notss osra un marcsdor sutosómico cerca del punto de ruptura, pero la otra tras 

locación no las mostraba. Ya que los puntos de ruptura, probablemente diferían 

en ambos casos, la traslocación que falló para mostrar el efecto de posición, 

podría hacer unido el segmento autosanal a un segmento X, el cual fue incapaz 

de inactivar un locus vecino. Si fué se- debería haber loci en el X oue debe -

rían estar normalmente sin supresión, y no mostrarían canpensación de dbsis. 

[Tomado de 23) De hecho hay evidencias que indican que existen áreas dentro del 

cromosana X "inactivo" oue no sufren inactivación; y oue dieron lugar a la for 

mulación de la hipótes~s alternativa ce Lyon. 

HIPOTESIS ALTERNATIVA DE LA HIPOTESIS DE LYDN 

Aunque hay una gran cantidad de pruebas de que la co11pensaci6n de dósis en 

los mamíferos se logra mediante la inactivación 31 azar de uno de los cranoscrnas 



X, esto no puede representar toda la situación. De ser así, los individuos con 

números anormales de cranosC1Tias X -tales cano XXY, XD o XXX- serian por CCITI -

pleto normales, puesto que todos los cromosanas X de una célula excepto uno, 

son inactivados formando cuerpos de cranatina. Pero debido a que las personaE> 

que tienen estas cC1Tibinaciones de crC1TiosC1Tias no son enteramente normales, se -

ha sospechado lo siguiente: 

• 
lj Que el cromosana X extra l o faltanteJ, provoca anormalidades durante los 

primeros 12 días del desarrollo del embrión, antes de que ocurra la inactiva 

ci6n, o 2) De que parte, l o partes) de un cranosana X de los humanos no son -

inactivadas. Esta última posibilidad fué sugerida por el descubrimiento de Que 

el brazo corto del cromosC1Tia X de los humanos, no es heterocromático, por ha -

berse encontrado que la pérdida de ese brazo corto, tiene consecuencias más se-

veras ~ue la pérdida del brazo largo. 23,37,40,65) 

Así, pues, se debe considerar la posibilidad, de que no sea inactivado to -

do el crC1Tiosana X. 

De lo anterior se puede apre·ciar Que el mecanismo verdadero para la corrr-

pensación de dósis, en los mamíferos, toda~.ía no se define por cCITipleto. Se han 

propuesto varias teorías para explicar la·inactivación del cromosoma X, pero no 

hay evidencia experimental que las apoye. Estas hipótesis se pueden clasificar -

en dos grupos: aquellas que involucran unión al DNA de proteinas específicas, y 

aquellas Que involucran modificación del DNA.l37J 
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A continuación, citaré algunas evidencias que apoyan la hipótesis alter 

nativa de Lyon, o hipótesis de Russell. 

EVIDENCIAS QUE APOYAN LA HIPOTESIS ALTERNATIVA a:: LYCl\I 

Se ha reportado la existencia de varios loci-ligados a X que aparentemerr-

te no sufren compensación de dósis, Ciertamente los genes I'tlplicones deben ser 

funcionales en todos los cromosomas X presentes. 

-E:n humanos los resultados obt enidos con insacranosanas X y Y han sugeri 

do la hipótesis de que l~s genes son principalmente inactivados en un X de una 

mujer 
L 

son los del brazo largo de X lX J. 

Los genes del brazo corto de X l XsJ son aparente.!nte funcionales en do -

ble dósis tanto en las hembras como en los machos l YL :·arece que porta alelas 

de genes en Xs). Por ejemplo, el gen del gn..ipo sanguírEO Xg, que rnapea en Xs, 

no muestra compensación de dOsis en cedulas de la sargre o de la piel. Cuando 

s s 
los genes en X son hemicigótos l en una hembra que carece de un X o en un ma 

L 
cho que carece de un Y ), se pr_oduce el sinclrale de TUITier. La inactivación de 

sólo parte del X podría ser uno de los varios factores responsables de las di-

ferencias fenotípicas entre XX y XO, o entre XX« y XY. l23 65,40J 

-La incorporación de uridina radioactiva al ANA en la regHn del cuerpo 

de Barr de fibroblastos femeninas, corresponde a un ~ ele la cantidad incor -

parada por un volumen similar de una región de cra.osa.a X. Se ha pensado, por 

ese lsi de actividad encontrado en el cuerpo de BarT, que la canpensación de -
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dósis parece afectar un gran segmento de X, pero no el cromoscrna completo. 

l23J. 

-El locus ligado a X de la sulfatasa esteroide microsomal l STSJ ec.capa 

de la inactivación del ccrnosana X en humanos. El locus STS, se encuentra en 

la mitad distal del brazo corto del cromoscna X; y se encuentra ligado al -

locus Xg a una distancia genética de 10 centigramos. l37J 

-Cano apoyo a la hipótesis de que la inactivacifrl de X no afecte• al 

cranosoma X canpleto, también tenemos evidencia de algunos loci en X ~ue 

escapan de la inactivación; y que tienen funciones irmunoregulatorias. De 

esta manera, las hembras con dos copias de estos genes, poseen una irmuno 

cc:rnpetencia superior a la de los machos. 

ALGUNCE LOCI DEL CR°'103CMA -X " INACTIVO" QLE NO SLFREN INACTIVACION AC­

TUAN SOORE EL SISTEMA H.MUNE. 

Cano ya se menc~onó anterionnente, existen evidencias que sugieren 

c;ue elgunas porciones del cromosoma X "inactivo", pueden no estar inacL 

vadas. Algunas de estas regiones que no sufren inactivacióo, contienen ge 

nes que tienen funciones relacionadas con el sistema inmune; entre las 

cuales citaré las siguientes: 

a} En un estudio, en el cual se analizó la función de las células B, de una 

paciente con niveles séricos de inrnuno;:¡lobilinas bajos y con una delección 
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intersticial en el brazo corto de uno de sus cromosanas X¡ ldel XpJ, se err-

contró~ue la falta de activación normal de las células B, es debida a un de 

fecto intrínseco.de las células B; pues las células B de las pacientes con -

IgA, IgM, ni IgG del lXpj no fueron capaces de secretar inmunogliibulinas en -

presencia de células T-cooperadoras normales. Estos resultados apoyan la hipfr-

tesis de que la produccion de anticuerpo está al menos parcialmente controlada 

por genes lo·alizados en el brazo corto del cromosoma X. El locus genético que 

afecta la producción de Igs puede ser asignado a la region pter- p32: : pll -

qter del cromosoma X- humano. l16J 

b) El cranosana X del raton CBA/N contiene el gen xid l x-chranosomerlin-

ked irmunodeficiency genJ, el cual es responsable de varios defectos irrnunes,-

incluyendo: bajos niveles séricos de IgM, ausencia de respuesta a los antfger 

genes tim11""independientes tipo 2, y ausencia de un subconjunto de cédulas B -

de maduracion tardía. Se ha demostrado que el gen xid aminora la enfennedad -

autoinmune de ratones congénicos NZB l NlBx NLWJ ¡.: tie ha reportado también , 
1 • 

que el gen xid tiene un profundo efecto protector sobre la enfennedad, anorma -

lidades irrnunes y aberraciones celulares en las enfennedades autoirrnunes asocia 

das al cromosana-"( de ratones machos BXSB y l BXSBJ F l2,52J 
1. 

cJ La ocurrencia de cinco inmunodeficiencias recesivas ligadas a X en 

humanos, demuestra que un número substancial de genes irwnunoreguladores se en-

cuentran en el cromosoma X ll8,44J El raton CBA/N padece de una irrnunodefi -
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ciencia recesiva ligada a X, l44). 

cJ La ocurrencia de cinco irrnunodeficiencias recesivas ligadas a X 

en humanos, demuestra que un numero substancial de genes inmunoreguladores 

se encuentran en el cranosoma X LlB,44). El ret6n CBA/N padece de una inmune 

deficiencia recesiva ligada a X, l44). 

d) Se ha demostrado, que en ratones, la respuesta de anticuBilJOS al ONA, 

está controlada por un gen ligado a X. l38J 

e)Los niveles séricos totales de IgM, se encuentran relacionados con el 

nu:tero de cranosanas X presentes en numanos, por esto cree (B,¿¿) que existe 

un gen ligado a X que regula J.a concentración de IgM. 

f) Existe evicencia oe que en ratones, un gen ligado a x regula la res­

puesta de IgM contra antigenos timo-independientes. l¿,:iu,al,58) 



g) Zeicher et. al. han iclBntit"icado un nuevo sistema de aloantigenos polimbr-

t 'icos, controlado por loci en el cranosoma X, usando antisueros de ratones hi 

br:..jos ~. ue din.eren en s u cromosoma X. lo/) 

hJ Se ha reportado, que en las placas de Peyer de ratones con iílllunodeti 

ciencia ligada a X t xidJ exis te una subpoblacion de celulas B maduras. En un 

estudio reciente, se encen t ro que la s celulas de placas de Peyer de r3tones 

xid innunizados por via oral con el antigeno T-dependiente tiABC, tienen res 

puestas PFC de IgM, IgG , IgG¿ y una alta respuesta oe I gA anti ~RBC. En ra 

tones xid iílllunizados con SRBC, ~or via oral y por i nyeccion, se han detec 

tado anticuerpos IgA tanto en suero cano en se cr eciones¡ sin embargo la magni 

tud de la respues t a anti--sABC t'ue menor en los ratones xid que en los nonna -

les tratados similarmente. Estos estudios, indican tambien que el tejido lin 

roreticular asociado al intestino tanto c:e ratones xio cerno de los normales, 

posee poblaciones unicas de celulas T que mantienen "in vi tro" respuestas en 

cultivos de celulas B xid de bazo o de placas de Peyer , que dirigen a l as po 

blaciones de celulas B maduras presentes a que produzcan respuestas ':'e IgA 

i so t ipa-especitico. De lo anterior, podemos apreciar que en los ra t ones con 

inmunooeticiencia ligada a X [xidj , el s istema i nmu ne :.:"cretor tunciona nor 

malmente. [ 3U) 



- OBJETIVO . 1- RESUMEN DE ANTECEDENTES: 

De los antecedentes mencionados a lo largo de la introducción, podemos dis 

tinguir cinco aspectos principales para res1111ir la infonnación referente al estu 
dio del sistema inmune en relación al sexo: 

1.- Se ha determinado que existen diferencias entre machos y hellbras, en 
cuanto a la concentreción total sérica de IgM. Por otro lado. aún existe cotro­
versia sobre si existe o no influencia del sexo en los niveles séricos d~ IgG. 

Respecto a los niveles séricos de lgA, no se han reportado variaciones s1gnific~ 
tivas entre anbos sexos. 

2.- Se ha reportado que la respuesta irvnune contra antígenos ti~o-depe~die.!:_ 

tes y la respuesta de IgM contra antígenos timo-independientes, es significativa_ 
mente mayor en las henbras que en los lllilchos. 

3.- Los estudios celulares han revelado que la illlKlnidad celular es superior 
en las hembras que en los machos. 

Se ha estudiado también la influencia de las honnonas sexuales esteroi¿es 
sobre el sistema irunune; y se ha encontrado que las hormonas femeninas apoyan 
las respuestas inmunes específicas humorales (producción de anticuerpos) y cel~ 

lares, mientras que las hormonas masculinas suprimen tales respuestas. 
5. - Existen evidencias que indican que el cromosoma X de 1 as hentiras "i ria_,: 

tivo" tiene regiones que escapan de la canpensación de dosis. Algunas de éstas 
regiones de X, poseen genes con funciones i1111Unoreguladoras que confieren venta 
jas biológicas a las hembras. 
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'l- .IUSTIFICACION: 

Analizando loa antecedentes, encontramos que no existen reportea en los que se 

haya comparado la respuesta específica de lgA, IgM e lgG entre machos y hembras, uti 

lizando colll<l inmunógenos antígenos !-dependientes de limitada complejidad estructu-

ral conjugados a un grupo hapteno; y además cuantificandose la respuesta específica 

de cada clase de anticuerpo por medio de un método con alta sensibilidad. Por lo tan 

to, el objetivo del presente trabajo fue ampliar éste aspecto• LleLsisa:llllla ,,jwm.cne en 

relación al sexo;es decir, se estudió en especial la variación de la respuesta inm~ 

ne específica de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG entre ratas machos y he11>-

bras, inmunizadas con conjugados DHPacarreador simples y complejo, po~ medio de un 

EL ISA. 

3- HIPOTESIS: 

Si en las ratas existe influencia del sexo en la respuesta inmune específica de 

IgA,IgM e IgG, entonces encontrareaoa diferencias significativas entre machos y he~ 

bras en la respuesta específica de la clase de Inmunoglobulina que reciba tal influencia. 

Con el objeto de probar la hipótesis planteada, se siguió el siguiente plan de 

trabajo~ 

1) Primero se determinó por medio de un ELISA indirecto la respuesta de antie 

cuerpos IgA, IgM e IgG anti DNP, en ratas machos y hembras de las cepas endogámicas 

Sprague-Dawley y · Long-Evans, inmunizadas con el conjugado DNP-acarreador DNP-Lisoz.!. 

ma. Como podrá verse más adelante, se encontró que: a) La respuesta de IgM variaba 

significativamente entra machos y hembras, en ambas cepas;b) La respuesta de IgA so 

lo mostró variación debida al sexo en las ratas Sprague-Dawley; y c) La repuesta de 

lgG no recibía influencia del sexo. Por otro lado, también se encontró que existían 

la1masmitud de diferencias significativas entre las ratas Long-Evans y Sprague-Dawley en a respue!_ 

ta específica de lgA e lgM, 11acia DNP-LIS. 

2)En base a éstas observaciones se decidió estudiar la variación de la respuesta 
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inmune aeb1da aL sexo en ratas Long-E van~, utl .Llzando otros antígenos T--depe., -

dientes l 01\P-Cit-c y ONP-CNAJ conjugados y otro grupo de ratas LE inmuruzada; 

con ' NP-Liti. 

Jj 13mbien se determinb la respuest3 inmune especif::.c3, de las clases oe 

anticuerpos mencic:nadas, en ratas híbridas l Sprague-Ouwl.eyxLong-Evans J F 

inmunizadas cc:n ~D::i, para averiguar si la alta respuesta especitica nacía 

DilP-1...IS de IgA e IgM encontrada en las ratas Long-Evans, se transmitia de ma 

nera dominante o reces1va, sobre la respuesta intermedia a Of\P-LI::; mostr21a.o por 

la cepa Spr21gue-Oawley. 

Y por ultimo se probaron otros antígenos T--dependcentes conjugados a Dtlf', 

p21ra canparar en los híbridos la respuesta especit1c21 de IgA, IgM e IgC en-­

entre machos y hembras; estos antigenos fueron: mP-CJ\111., DllP Cit-c y ONP-CAT. 

Tambien se utilizo ONP-TGA... cerno antigeno control de los híbridos, aL cual 

no responae ninguna de las cepas paternas. 
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Material y Métodos . 

I. Puri ncacion de anti sueros. 

La IgG de conejo anti IgG cte rata y la IgG de conejo anti I gM de rata meno -

especincas t ·ueron obtenidas por el Dr. Campos mediante el siguiente procedimien­

t o: l Tonado de 9) 

aJ El suero de conejo anti IgG de rata , fue obtemd~ por imunizaci ones con 

una fracción de IgG de ra ta purifi cada por una columna de proteina A- sefaro-

sa 48. El suero anti IgG de rata homogéno rr,onoespecífico, se obtuvo absorbiendo 

en una columna de Fab'- Sefarosa. La IgG se obtuvo por filtración en una colum-

na de proteí na A sefarosa 48. 

bJ El suero de conejo anti IgM , se obtuvo por inmunizacion con Igl.I de mie­

loma de rata; y doble absorcion en una columna de Fat:r Set·arosa, y con suero -

normal de rata, en una relación .l.:IOO. Para obtener la IgG se absorbib el suero 

anti IgM homogéneo en una c olumna de proteina A -Sefarosa. 

cJ El suero de conejo anti IgA de rata fue obtenido mediante inmunizacio -

nes con IgA de mieloma de ra ta , por el Dr . Campos. Para obtener la I gG anti IgA 

de rata moneespecifica, se procedi ó de l a s iguiente manara: Primero se ab sorbió 

el suero anti IgA con suero n0Ill1al de ra ca, en una relaciOn de 1:10; despues se 

obtuvo la IgG por filtracibn en una columna de proteina A - Sefarosa¡ posterior­

mente, esta IgG se absorbió en una columna de IgG de ratér"" sefarosa¡ después se 

absorbió en una columna de gamaglobulinas de ratér"" glutaraldehido; y por último 
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PURIFICACION DE IgG DE CONEJO ANTI IgA DE RATA MONOESPECIFICA. 

CLAVES: 

1.- (a-IgA1) • Suero de conejo anti IgA de rata adsorbido en suero normal. 

2.- (a-IgA2) .. (a-IgA1) adsorbido en IgG de rata . 

3.- (a-IgA3) = (a-IgA
2

) adsorbido por Za vez en IgG de rata. 

4.- (a-IgA4) (a-IgA3) adsorbido en gammaglobulinas de rata. 

Fig "A": 

l = Suero Normal de Rata (SNR) 

2 = Suero de conejo anti IgA de Rata adsorbido en suero normal a-IgA1) 

3 = (a-rgA2) 

4 = IgG de conejo anti IgG de rata (a-lgG) 
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Fig "D" 

- En los 5 pozos circulares se colocó SNR 

- En las ranuras horizontales se colocaron_(de arriba hacia abajo) 

1.- anti IgAl 

2.- anti IgA2 

3.- anti IgA3 

4.- anti IgA4 
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Pig "E" : 

-En los pozos ciculares se coloco SNR. 

-En las ranuras horizontales se coloco (de arriba hacia abajo) 

1.- Suero de conejo anti suero total de rata (a-Tot) 

z.- anti IgAz 

3.- anti IgA3 

4.- anti IgA4 = anti IgA de rata monoespecífica . 

.~ .. , .... ,· """~. 
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se at :~ orbi o en una col umna d e Fab· -sefarosa. 

4-a "· fracciones de IgG menoe s peci fica obtenidas de los sueros de conejo 

anti IgA, IgM e IgG; se conjugaron a peroxidasa, l siguiendo el procedimien -

L O oue se describe má~ adelan ~e). Pos teriormente estos conjugados enzima-anti -

globulina , se utilizan en el ELISA, para determinar concentraciones dean ticuer 

pos IgG, IgM e IgA anti DNP de los s ueros de las ratas problema, utilizadas en 

este proyecto. 

d) La fracc1on de gamaglobulinas anti-01\P que se usó para formar la curva 

de anticuerpos anti DNP, utilizada en los ensayos de ELISA para determinar la ­

concentración de anticuerpos anti-DNP, de los sueros problema; se obtuvo absor 

biendo suero de rata anti DNP, en una coll..fllna de ()t,p-jQ_tt--sefarosa. 

La monoespecificidad de los anticuerpos puruficados por los procedimien 

tos descri tos anteriormente, s e confirmó mediante doble innunodifusióñ radial -

e i nmunoelectroforesis. (10,28) 

II. Inmunoadsorbentes. 

Parath introdujo el uso de l a sefaros a para preparar conjugados proteicos inso 

lub:es . Estas preparaciones s an utile s para la purificación de anticuerpos que 

se unen e specificamente al conjugado antigenc:rsefarosa. Por otra parte los anti 

cuerpos t ambién pueden conjuga r se a la sefarosa, y el absorbente obtenido puede 

u t ilizarse para la separación del antigeno respectivo. 

-Pre pa racion de columnas inmunoabsorbentes. 

A) Ac oplamiento de proteinas a sefarosa. 

La CH-Sepharosa 48 y la AH-Sepharosa 48, son sefarosas con un brazo es pa ­

ciador de 6 carbonos al cual se une él ligando, facilitando la uniCJn con la 



proteina por absor·Jer. Los ligandos se unen mecnante carbodimida, a tra'.'éc de 

enlace peptidico o amida. 

La CH-Sefarosa 48 tiene grupos carooxilo libres y la /\i-l:oerarosa 48, c:iene 

grupos amino libres. El brazo espaciador es importante para ligandos pec;ueños 

con múl c~ples subunidades, y p5r5 protein¿~ de muy al t:o peso molecular. [ 9 J 

- Preparación de Inrnunoabsorbentes de proteína acoplada a Sefarosa 48: 

l. Un gramo de polvo de Att-tiefarosa 48 activada se hincha en NaCI 0.5 M, for-

mando 4ml de gel. 

2. El gel hinchado se l~va con 20.Jml/gr de NaCI 0.5 M. 

3. Después se lava el gel con agua destilada pH 4.5 l50ml/gr). 

4. Para unir los ligandos se utiliza Carbodimida, ll etil-3-dimetilaminopropil 

carbodimida) EDC; ó ciclo hextil-J-[2-morfil-inoetil) carbodimida. 

-El EDC se disuelve en solución de acoplamiento, agua destilada pH 4.5. 

La concentracion debe ser 10-100 veces mas al ta que la de los grupos espaciadcr 

resf 6 -10 umoles/ml de gel hinchado de AH-Setarosa 48, y 10-000 umoles/ml de 

gel hinchado de ~efarosa 48. 

En general se usan 1Lmg de EDC por mililitro de gel hinchado. 

4. El acoplamiento se lleva a cabo pH acido [agua ::11 4.5); pero hay que ajus 

tar el pH con NaOH .lM una hora después del acoplamiento, a pH de 4.5.6. 

6. El ligando l 4mg de proteína) se disuelve en agua pH 4.5 l 1 ml). 

agua pH 4.5. 

8. Se mezcla en 1 ml de agua pH 4.5 la proteína, con los 10 mg. de carbodimi 
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Ud c..:in una pipeta Pasteur, y s e añade i nmediatamente al gel de sefarosa. 

~ . Se deja la mezcla dura nte l a noche en agitacion len ta. 

10. Se bloquean los grupos libres de la setarosa; se u ti liza ácido acédico 

.lm pa ra la .AH-Sefarosa-48, y gl ucosamina ó etanolani mo, para la Dt-Setarosa 

- 48. 

11. Se l ava el inmunoabsorbente con solucion de acq:ilamiento, hasta que el 

s obrenadante de una !ent ura de absorbancia a 280rm de O.O. 

12. :•e empaca el gel en una jeringa de lUml, a la cua l se le coloca previa 

mente en la punta pelo de angel esterilizado, para evitar la salida del gel. 

13 . La columna inmunoa': sorbente se lava con PBS y s e almacena a 4ªC con 

PBC con azida de sod i o. 

B) InsolubilizaciOn de proteinas con Glutaraldehido y su us o c omo 

inmunoadsorbentes.[9) 

El u:o de inmunoabsorne tes ha resuelto el problema que se ¡.;re:;enta trecuen 

temente, cuando se re~uie re purif icar antigenos o anticuerpos , que se encuen 

tran mezclados con otros canponentes. Una forma de prepararlos cuando el antí 

geno e s de constitución proteica, es i nsolubilizandolo con glutaraldehido. 

'-" proteina mezc lada con glutaraldehido, es un gel que es soluble en NaCl-1 

l M, en agua, en urea, en Oodecilsu.Ltato de sodio, y en Hc·o ¿ N. 

L2 orop orci on de glutaraldehido-protei na que se utiliza para el gel es lOmg-

lOOmg. Como puede apreciarse este tipo de inmunoadsorbente requiere de una -
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can ti dad de proteino mucho mayor a l a requeri d a ciar a l a ,;!-epar ¿~ c1on d e .:..nrruno2.; ·-

sorbentes de setarosa. 

-Pr ocedimiento: 

1.-Mat e rial.- Ro j o de Fenal, Regulador Gli ci na-He ' , PBS, Regulador .:e tosta tos, 

Glutaraldehido a l ¿ ,':ffo en H O l lU ml.J 
2 

¿, -Qi .3o l ve r i:JUU mg . de prot e i na en lb ml de regulador de Fos t'atos pl-il . 

J . Agregar gota a gota ¿,O ml de s olucion de glutaraldeh~d o agitando. 

ll . Refri gerar durante tod3. l a noche para lograr la gelit icac i on completa. 

:i ~ Agregar Regulador de rr,., ;a t os y fracc i onar el gel con ayuda de un homogeni-

zador Pot ter l de ajus t e s uave) 

6. Centrifugar a JOOU rpm durante 15 min . y leer o. o. a cl30 mm. 

7 .- Repetir los pasos 4 y 5 . 

a, Suspender la proteina insoluble en 80 ml de Regulador glicina HC1 pH ¿,a. 

9. Centrifugar a JOCXJ rpm 15 mi n y determinar la O.O del ~ otirenadante a d:lU ~m. 

Repetir los pasos 7 y 8 hasta que la O. O del sobrenadante s ea i gual a cero. 

10. Suspender la proteina insoluble en 80 ml de PBS. De jar sedimentar JU mi 

nutos. Elimi nar el sobrenadant e para quitar partí culas pequeñas . Repe t ir es 

te paso. 

11. Preparar la columna. E~pacar la pro t ecna insolubili zada en una jeringa con 

pelo de angel. 
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J¿, Guardar la columna a 4uc con PBS con Azlda de: sodio. 

III. Puriticacion de antisueros por crc:matc:.grafia de afinidad, utilizando 

columnas inmunoadsorbentes. l~J 

A continuación se describe el manejo de las columnas inmunoadsorbentes, 

utilizadas para purificar antisueros monoespecificos. En general, se sigue el 

mismo procedimiento para usar las columnas de geles inrnuno?.bsor:ier.te3 de sefa 

rosa-proteína, y de glutaraldehido-proteina. 

Procedimiento: 

1. La columna del gel inmunoabsorbente se lava con PBS; se utiliza un volu-

men ~ veces mayor que el volumen del gel. 

¿.- Se pasa el suero que se desea purificar l aprox. 4 mlJ a traves de la co 

lumna dos veces; se cierra la valvula de la calunna, y se deja el suero en -

contacto con el gel, por un espacio de JU min. 

3. Se colecta el suero absorbido, se lava J.a columna con PBS hasta que la at:r 

sorbancia a 280 nm de las t·racciones coJ.ectadas sea de U.O LceroJ. 

4. Se pasa bufter Glicina-HCI pH ¿.s, lO.<:tlj a trav~s de la columna; para 

eluir las tracciones tijadas al inmunoabsorbente. 

Se colectan tracciones de lml aproximadamente, en tubos con trizma base les­

conveniente checar el pH de las tracciones para evitar la precipitación de 

irrnunoglobulinasJ para neutralizar el pH ácido del regulador glicin~C1, 

Se con-~inua eluyendo hasta que la Abs d3U rn de J.as tracciones sea igual a 
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cero. 

5. Por ultimo se lava con PB~ ~a columna, y se guarda a 4uc con PB~ con azida 

de sodio. 

b. ~e seleccionan las fracciones mas concentradas; tanto las absorbidas 

" no ti jadas", ccrno las eluidas con glicina-HCI " tijadas", / ~e :>Y' :e>-3 su 

inmunoespeci ficidad por medio de doble inmunodit usión radial, la especi nci-

dad de las tracciones se debe canparar con la del suero antes de a~scrberse. 

Las fracciones cuya concentracion de proteina fue muy baja, y no dieron ban 

da de irrnunqirecipitacion de las placas de ü.Jchterlony, se concentraron fil 

trandolas en un ~:• utilizando una membrana XMlOO, a una presión de ni-

¿ 
trogéno de ¿ libras/cm . 

7. Las fracciones absorbidas se congelan para ut111zarse posteriormente, pe 

ro las fracciones eluidas con Flicina-1-ICl se dializan contra PBS, y después 

'.'.:º =on;elan. 

IV. Inmunoditusion en geles de agarosa. 

Durante el proceso de gelación del agar se torma una estructura micelar, 

las moléculas con un peso molecular por debajo de ¿1.JUUUU pueden pasar con 

relativa libertad a través de las micelas; pero las de mayor tamaño, como las 

de fibrin6geno, a--2-macroglobulina, e IgM-globulina, son retardadas por la 

fricción entre la superficie de las moléculas proteínicas y los canales de 

las micelas. 
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Los inmunoprecipitados formados entre antígenos y anticuerpos durante 

la f a se de inmunodifusión, son generalmente de un tamaño molecular mayor 

de 200 000 y no pueden difundir más allá o ser lavados del gel una vez que 

_se han formado Por otro lado, los antígenos y anticuerpos sin re~ccionar, 

si tienen un peso molecular más abajo de 2lXJ OCIJ, pueden ser fácilmente lava 

dos. Estas son las bases para la identificación de los inmunoprecipicados 

con tinciones para proteínas tanto en ií1Tlunodifusi6n como en inmunoelectrofo 

résis. ( 10,28) 

A. Q.Jchterlony- Oobleinmunodrfusión. 

Este método involucra el uso de placas de agar con orificios para el -

antígeno y el anticuerpo. Los dos reaccionantes difunden en el gel, en don 

de se forman l~s inmunoprecipitados en los puntos de equivalencia para cada 

par de antígena-anticuerpo. Cada precipitado actúa como una barrera inmuno 

específica para el par respectivo de reaccionantes y previene su difusión -

de otros reaccionantes. 

Se pueden emplear cajas de Petri o portaobjetos para hacer las placas 

de agar¡ los orificios de aplicación est~n situados ya sea alrededor de un 

orificio central, en triángulos o cuadrángulos, o a lo largo de un canal -

central. Este método es ampliamente usado para el exámen de composici6n 

antiaiénica de muestras desconocidas, para la evaluación de la relación 
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antigiénica entre diferentes antigenos, proteínicos, o c0010 en el caso del pre 

sente trabajo; se aplic6 para determinar la inmunoespecificidad de los anticuer 

pos purificados. El método también se usa en la evaluación semicuantitativa del 

título de uno de los reaccionantes comparado con concent r a ciones conocidas en 

los otros orificios. 

Procedimiento: 

Los geles se prepararon utilizando agarosa al l.C'fo \p/vJ. El gel fué mezclado en 

Na Cl al 0.85"fo \p/vJ, y disuelto por baño de agua en ebullici6n. El agar comple -

tamente fundido se vacía en porta objetos, desengrasados previamente con alcohol. 

Se colocan con ayuda de una pipeta, aproximadamente 2 ml de agar líquido para 

cubrir uniformemente cada laminilla. Después de que se ha endurecido el gel, se 

almacenan las placas a 4ºC en una cámara húmeda hasta ser utilizadas. 

El patrón de cortado para la inmunodifusión o inmunoelectrofarésis se rea­

lizó con la ayuda de moldes y sacabocados. 

Las soluciones de antígenos y de anticuerpos problema, se colocan en los -

orificios cortados utilizando capilares. 

Después de colocadas las muestras se guardan las placas 24 hrs. a 4ºC en 

una cámara húmeda para que se realice la inmunodifusi6n. 

Después de transcurridas 24 horas, se observan las placas para ver si han 

aparecido bandas de precipitado. \lOJ 



-Tinción de las placas: 

1. Las placas son colocadas en NaCl O. 8'5)~ para lavar el exceso de proteínas 

que no formaron bandas de precipitado. 

2. Repetir el paso 1 tres veces. 

3 .' Se levan Lis placas con agua destilada, y después se seca; colocé.ndrJlas m 

papel filtro. Se pueden secar a temperatura arrbiente o a 40°C. 

4. Se despega el papel filtro de las placas de agar seco humedeciéndolas con 

agua destilada. 

5. Para teñir las placas, se sumergen durante 10 minutos en colorante azul de 

Comassie-ácido acético. 

6. Por último se enjuagan las placas teñidas, con decolorante alcohol-ácido -

acético. 

B. Inmunoelectroforésis. 

Consiste de una combinación de electroforésis y de una inmunodifusión ra­

dial en geles. Está basada en el hecho de que en el gel de agar, los movimien 

tos de las moléculas en un campo eléctrico son similares a los que ocurren en 

un medio líquido, con la ventaja de que la.difusión libre durante y después 

de la electroforésis es disminuida. Los constituyentes de una mezcla, son pues 

definid~s por su movilidad electroforética y por su especificidad antigénica 

en varias zonas. Se hace un canal longitudinal paralel al eje mayor de la 

placa del gel; y éste se llena con antisuero, contra la mezcla antigénica. 
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Una dob l e difusión se lleva a cabo; el antisuero difunde en el gel, y los anti 

genos difunden radialmente en t odas dicecciones desde las zonas electroforéti 

cas. Los antígenos encuentran f i nalmente a los anticuerpos , y se form an pre 

cipitados en los puntos de equivalencia; el número de precipitados fomados, 

corresponde al número de antígenos independient es presentes. 

La ventaja de la inmunoelectroforésis s obre la innunodifusión, es que las 

mezclas ccrnplejas de antígenos pueden ser separadas por el poder adicional de 

resolución obtenido a través del paso electroforético. (10,28) 

Procedimiento: 

l. Para preparar los geles de agarosa para innunoelectroforésis, se utilizó 

agarosa al l.~ en amortiguador de Barbital (0.05 M) pH 8.4. 

2. El patrón de corte se hace como se describe en la figura ( ). 

Las láminas de vidrio, se marcan con ayuda de un 15piz diaman te , se desengra 

san y se cub ren con 10 ml de agarosa fundida. 

3. La s cámaras de ánodo y cátodo se llenan con amortiguador de Barbital. 

4. Con papel filtro humedecido en amortiguador y colocado en ambos extremos--

de la lam nilla, se conecta la solución amori guadora tanto en el ánodo cerno 

en el cátodo, con la superficie del agar. 

5. La electroforésis se lleva a cabo por 30 min con una fuer za de 20 v/cm. 

5. El secado y tinción de éstas placas se lleva a cabo del mi smo modo que 

:e describi ó para las placas de Oucht erlony. 

75 



!·- ANIMALES . 

Se utilizaron grupos de 6 a 12 ratas, de 3 meses de edad, de cada sexo; para 
cada antígeno utilizado. 

Se utilizaron ratas de las cepas endogámicas Long-Evans ( H-lw, Ag-82 ) y 

Spra!}ue-Oawley ( H-lb, Ag-86 
) ; asf como los híbridos ( Sprague-Dawley x Long-Evans) 

F1 - resultado de la cruza de hembras Sprague-Oawley con un macho Long-Evans. 

Primero se trabajó con ratas Long-Evans y Sprague-Dawley, mac~os y hembras, las 
cuales se inmunizaron con el conjugado DNP-LISúZI~.A. Se comparó la respuesta especl 
fica de anticuerpos de las clases lgA, lgM e lgG anti el grupo hapteno DNP; entre 
ambas cepas y entre machos y hembras de cada cepa. 

Posterionnente, Se utilizaron ratas híbridas (SDxLE)F
1 

inmunizadas también con 
DNP-LIS. Comparandose la respuesta de éstos con la encontrada en las cepas pater­
nas ; y comparando también la respuesta entre machos y herrbras. 

Simultáneamente, se i1V11Jnizaron tarrtiién ratas híbridas {SDxLE)F1 con los conju 
gados DNP-acarreador: DNP-TGAL, DNP-GAT, DNP-LISOZI!i!A, DNP-OVOALBUMINA y DNP-CITQ 
CROK>-c. 

Y por último se trabajó con ratas Long-Evans imiunizadas con los conjugados: 
DNP-OVA, DNP-Cit-c y nuevamente DNP-LIS. 

Las proteínas y polipéptidos utilizados para la preparación de los conjugados 
DNP-acarreador fueron: 

OvoalblÍnina 

Albúmina sérica bovina 
Lisozima 
Citocromo-c de corazón de paloma 

Copolímero de L-Glutámico: L-Alanina: 
L-Tirosina, 60: 30 : 10 = {GAT) 
Polímero ramificado de (L-tirosina: 
L-Glutámico) poli O,L- Alanina: poli­
L-L isina. = (T,G)- A--L • 

P.M. 
43 500 

67 000 

17 000 -

13 ººº 

107 000 

240 000 
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!ll!iki1.10S {SPRACL'f.-llAWliY X L0Nf.-€V>.NSH. 

Fig.F. Diferentes tipos de ratas utilizados en 
este trabajo. Arriba a la derecQa se º2?erva una 
rata de la cepa Long-Evans (H-1 , Ag-B ) ; a la 
i zqu i erd.a vemos unab rata d5 la cepa endogámica 
Sprague-Dawley (H-1 , Ag-B ) ; y abajo se aprecia 
una rata híbrida (SDxLE)F1 - resultado de la cru­
za entre un macho LE y varias hembras SO. 



VI. ANTIGENOS: CONJUGADOS HAPTENO-ACARREADOR. 

Se ha observado que mientras más complejo es el antígeno, se encuentran involucrados 

más genes en la regulación de la respuesta inmune. La complejidad antigénica puede sim-­

pl":icarse por la administración de dosis limitadas de antígenos (en cuyo caso sólo los 

determinantes antigénicos más fuertes _c,on reconocidos), o por la conjugación de la prutei_ 

na con grupos hapténicos tales como el 2,4-dinitrofenil (DNP). 

El uso de proteínas a las cuales se unen pequeños grupos químicos (haptenos), fue i~ 

traducido por Landsteiner et.al .. Estos autores usaron un número de aminoácidos aromáticos 

~coplados a pH alcalino a cadenas laterales de tirosina, histidina o lisina, de moléculas 

de protína inmunogénicas por medio de enlaces diaz.o. Las moléculas de proteína s¿ dencmi 

naron acarreadores. 

Por medio de la conjugación de grupos qt1imi~as conocidos a rncl~culas J(· pr0t~:¡~~! 

fue posible el estudio de la rrspuesta inmune dirigida a grupos qufmicos bien definidos. 

La inmunización con conjugados hapteno-proteína resulta en la producción Je una po­

blación heterogénea de moléculas de anticuerpo ; se producen dos conjuntos mayores de a~ 

ticuerpo: !) Aquellos específicos para el hapteno y 2) Aquellos específicos para la prot~ 

Ína; y en algunas circunstancias se produce un conjunto menor de anticuerpos dirígijo a 1 a 

región de enlace entre la proteína acarreadora y el hapteno. 

La reacción del conjugado hapteno acarreador en térmínos celulares, es un ejemplo 

de la colaboración de células B y T. En la mayoría de los casos~ los haptenos son les tlo 

terminantes rei::.onocidos por las células B (bajo condiciones Lxperimentales de ensayo); 

mientras que el acarreador posee determinantes adicionales rc .~onocidos por las céluLLs T, 

y son en gran parte responsables ¿e la inmunogenícidad selectiva de los antígenos Timo-

dependientes. 5 

f_?rijugaci~s D~P-acarreader: Las proteínas dinitrofeniladas se han usado como ,111tÍgenos 

?ara estudiar muchos aspectos de la respuesta inmune. Cuando el. grado de conjugación Jel 

haptcno es ba.~o, los anticuerpos son dirigidos contra los determinalites anti~énicu·~, tanto 



del hapteno, como del acarreador. Por el contrario, las proteínas altamente dinitrofenila 

das forman únicamente anticuerpos anti DNP. Las proteínas altamente dinitrofeniladas son 

procesadas por los macrófagos de diferente manera a las poco dinitrofeniladas. 

FO/¡ ~ºa.. .................. . 
---ÍJ " "'\ . 

P R O T E 1 N A 2-4 D 1 i\ l TROFLCOROBD;crnQ 

cH,-NH-(}No\ "'4· ...... " ·' 

ND:t 
cmuuG1\DO z - 4 Dlt:!Tf:O~ENIL- PROiT![Jf, 

79 



VI. ANTIGENOS 

Se utilizaron como antígenos conjugados de DNP-acarreador: 

DNP-ovoalbúmina, DNP-lisozima, DNP-GAT y DNP-(T,G)-A-L. También se pre~ar6 

DNP-Albúmina sérica bovina, el cual se utilizó en el ELISA para recubrir las 

placas. Los conjugados fueron preparados utilizando 2,4-dinitrobenzeno sul-

1 
• . 50 30 10 

fonato ( Eastrnan KodaK} ( L-g utamico , L-alamina , L-tirosina } y ovoal 

búmina, Citocrom!TC de paloma, lisozima, GAT; ( f,C}-M-L ¡ ·"lo~rniria 'ºéricci 

bovina; (SIGMA). (poli Tir,Glu)-poli-01-Ala-poli-Lis) 

Ucilizando el proce~1miento de Eisen, se prepararon los conjugados ~ 

DNP ASB, DNP - LIS. DNP -Cit-c y DNP
10 

_TGAL. Y según el procedimiento 
42 - 4 3 

de Mazié et. al se obtuvo el DNP
3 

-GAT. Más adelante se describirán ambos 

procedimientos, así CO'W el cálculo del nú11ero de moléculas ce DNP por molé 

cula de acarrea~or. (15,34). 

so 



PREPPflACION DE CONJUGADOS DNP-ACAfiREADCR 

A. Difinitrofenilación I 

:,¡ c; terial. Bicarbonato de sodi o 1 M pHB. 2; 2, 4- Din.i. crofl uorobenceno PM 

186 1 (Sigma); 100 mg de acarreador. 

Método de alta sustituci ón . 

l. Se disuelven 100 mg de proteína en NBHGO lM; ( lOmg í ml ) . 
3 

2. Se agrega en 0.5 ml. 100 mg de ONFB. 

3. Se mezcla vigorosamente durante 45 minutos a 37°C. 

4. Se separa el conjugado ONPf:¡roteína, del DNFB l i bre, mediante dialisis 

exhaustiva contra agua destilada; o filtrando por Sphadex G -25 o 

()-5(). 

5. Determinar el número de grupos ONP por molécula de proteína, mediante 

la conversión: Of\P a 36nm O.O.= 1.0¡ que equivale a 0.067 mM de ONP. 

mientras que KLH a 278nm, O.C.=1.0; equivale a 0.00018 rr#.1 de KLH. 

La presencia de grupos dinitrofenilo en la proteína, expl ica aproxima 

damente el 40)(. de la absorbancia a 28 rvn. 

Para determinar la concen tración de DNP en mole s , se utiliza la fórmu 

la: As 360nm/asm = No. de DNP¡ donde el Número de DNP por molécula de -

proteínas se calcula de la O.O a 360 nm del DNP, y de la concentración 

total de proteína calculada por Kjeldahl o por peso seco i nvacuo. 



~sra propósitos de cálculo, se asune que: 

lo. La a:om del residuo Di<P--lisil a J60 mi, es semejante a la de e-ONP-lis. 

o sea 17 300 a pH 7.4. 

2o. El peso molecular del conjugado es el mismo, cano el de la proteine sola. 

B- Dinitrofenilación II. 

Procedimiento. 

l. Se pesa el mismo peso de K
2
co

3 
o de Na

2
co

3 
y de proteína. 

Se disuelven en agua a una concentración final de 20 mg/ml. 

2. Se agrega un pesa igual al de la proteína de 011135 ( sal sóeti.ca de dinitro 

bencensulfonato) ó de DNFB. 

3. Se agita 24 hr s. a temperatura ambiente protegiéndose de la luz. 

4. Se separa el 2,4- dintrofenol y el DN3S no unido, por dialisis contra 

agua ó f~ltrando en Sephadex G-25 ó por Oowex lXB. 

5. Se calcula el No. de grupos DNP por molécula de conjugado, de la siguien 

te manera: Ej. Conjugando DNF'--globulina. 

O.O. del conjugado 290 nm 0.?19 

360 nm 0.351 

O.O. a 290nm debida a DNP 0.(64 

debida a proteína = 0.655 

Concentración de proteína calculada .~or O.O.: 

-3 
O.U. 280nm/asm de globulina = 0.655/9.7Xl0 = 67.5 ugN/ml 

5 
Concentración de proteína en.moles/litroXlO: 

8 2 



-J 
3.65 ug/ml = 3.65Xl0 g/l 

3.65Xl0 g/l 

180 

5 
2.02 X 10 moles 

Por último el No. de grupos ONP por molécula de proteína: 
No. de DNP 

Moles DNP/ Moles de proteína = 2.02/ 0.27 = 7.8 por molécula. 

¡) 



PREPARACION DEL CONJUGADO DNP3-GAT . 

C- atndJto6en.Uo.ci6n III. 

1.- Se ci..úuelven 100 mg de GAT en 5 ml de Ntt2co3 5 %. 

2. - Se ag.1te.ga. len.t.amenú c.on a.g-Uaci6n v.igo,'IJUa, O. 5 rJ de 2, 4-DNFB 100 pl de 

2,4-dút.UJW6luo!t0benc.eno en 10 ml de 1,4-dioxa.no}. 

3. - La mezcla &e deja Jr.eacciona/L dulr.a.nte 2 ho!r.M a úmpe!ULtulul amb-iente, con ag.i 

.ta.c..ión v,igoJr.Ma.; y en 04C1l!Údad. 

4.- V.ia.Uza.Jr. el ctmjuga.do c.ontlr.a. N4
2

C0
3 

al S %, pall4 eLú11/nt!lr. el 2,4-WFB W1.1te.. 

5. - Ca.lcu.la!r. el númeJto de moUcula.6 de VNP po'1.. 11CUcul.a de GAT. 
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VII I~IJIJIZACION: 

Se inmunizaron con cada an;,igeno c.Jtilizado, grupos de o a 12 ratas de 

cada sexo, de 3 meses de edad¡ siguiendo el siguiente esquema de inmuniza 

ci6n: 

Se aplicaron dos inoculaciones por vía intraperitoneal, consistiendo 

cada una de l(X) mg de antígeno. La primera inyección, se aplicó con adju 

vante completo de Freund 1: 1 en un volu: .en de 200 ml. Dos semanas después 

se aplicó la segunda dósis de antígeno, en solución salina. 

Las ratas fuerJn sangradas 7 días después de la segunda inmunizac~6n 

por punción intracardiaca, anestesiándolal! con éter. (27) 

Los sueros de las ratas inmunizadas y controles, se descomplementaron 

incubándolos a 56º: por 30 nin¡ (27) y posteriormente se ensayaron ;:ier .~ -

dio de un ELISA indirecto, para cuantificación de anticuerpos¡ con el cual 

se determinó la concentración de anticuerpos de las clases ~gA, IgM e IgG -

específicos anti el grupo hapteno OM". 



INML'N IZACION DE LAS RATAS 

POR VIA INTRAPERlTONEAL 

.''!1 ' ,, 

Fig. G. Esquema de la inmunización intraperitoneai. 

·"'·· .. ~.;(:¡:_\Dtl DE L\S RATAS POR 

Fig. H. Esquema del .sangrado de las ratas. 
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VIII"10LISA 

Enzime Liri<ed Irvnunosorbent Assay. 

En el ensayo de ELISA, se combina el uso de anticuerp~ 6 antígenos inmovi 

lizados en una fase sólida, cc:11 cor.jugados de anticuerpo o antígeno marcados 

con ~•az:l.mas; para producir ensayos con la ·sensibilidad y especificidad de las 

técnicas i:outópicas. Las ventaja'> del ELISA son que los reactivos sm se;;ui·os, 

tienen vida la~a, y puede usarse equipo simple¡ aunque también puede usarse 

autanatizaci6n sc.iisticada. Como en cualquier inmunoensa:ci, la caL~··: del an 

ti cuerpo y antiqeno, determina su ejecuci Or:, pero en el EL ISA, la elección de 

la fase sólida y la calidad de los conjugados- enzima, asumen importancia coor­

parable. 

En la ELISA, se une a la fase sólida el antígeno o el anticuer¡10. Es usual 

recubrir plásticos pre=fonnados, tales como el polyesti1eno, polyvinyl o po­

lypropileno; en forma de camas, tubos, discos o micrcplacas, por absorciórr 

pasiva. 

La absorción pasiva, es altamente reproducibler la variabilidad de mue,,... 

tra a muestra, o de pozo a pozo de plástico, es la mayor fuente de error err 

el ELISA. El material ideal, deberí~ absorber el anticuerpo o antígeno re~ue 

rido, de una maner3 eficiente, irreversible y reproducible; y no absorber ~ 
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componentes adicionales en etapas posteriores del ensayo. 

La innunoreactividad del antígeno o anticuerpo absorbido no debería al-

terarse significativamente. 

Los conjugados enzima-anticuerpo deben retener alta actividad de ambos 

componentes, al innunológico y el enzimatico. Además, la actividad de la 

enzima no debe ser inhibida durante la fase de la rBilCCi6n antígeno/ant:icuer 

po en el ensayo. Las enzimas disponibles más utilizadas son la 8-galactosida 

é 3 , l~ peroxidasa, la fosfatasa alca lina y la glucosa oxidasa; todas estas 

tienen una buena variedad de sustratos cromogénicos. (60) 

Las enzimas pueden conjugarse convenientement e con an t i cuerpos por agen 

tes ligantes como el glutaraldehído o el peryodato de sodio. Para obtener -

óptimos resultados, se aconseja usar anticuerpos purificados por afinidad en 

los conjugados. Los substratos cromogénicos son utilizados usualmente para -

ensayar la fase sólida de la enzima. Estos son ini.:ialmente incoloros, pero-

producen un produc t o coloreado por la degradación enzimática. 

Para conjugados de peroxidasa, se utiliza peróxido de hidrógeno con or-

tofenildiamino, aunque también se puede usar orto-tolidi na, ácido 5 arnino-sa 

licílico y ABTS. 

El EL'ISA ha sido usado para cuantificacjón de anticuerpos, utilizándo::e--

el método indirecto. El antígeno se pega a una fase sóli da, y por este rnéto_ 



do pueden cuantificarse la mayoría de las respuestas de anticuerpos. El ELISA 

-también se utiliza para cuantificación de antigenos de alto peso molecular,­

empleando el método de sandwich de doble anticuerpo o enzimoirrnunanétrico. Pa­

ra cuantificación de haptenos, también se utilizan sistemas de ensayos compe­

titivos cano los empleados en el radioinmunoensayo. (60,61) 

Detalles técnicos del 8-ISA que fue'o·~ilizad9 en el presente trabajo: 

Se err;Jleó el métcdo indirecto de ELISA, para cuantificar anticuerpos especí­

ficos anti el grupo hapteno DNP, en sueros de ratas machos y hembras inmuniza­

das con diversos conjugados 011.P- acarreador. 

MATERIAL 

Fase sólida 

Placas Irrmunol Micrc:tLISA 

Placas Nunk Micro ELISA 

Micropipetas 

20ul, 100 ul ( Eppendarf Geratebau Gmt:H). 

Lavado 

Pipeta volumétrica de 10 6 25 mililitros. 

Espectrofotánetro 

'.\,ltisk5r. -through-theplate type ( Flo·:. L=iboratories). 
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Reactivos 

Amorti guador de recubrimiento . Carbonato-b_icarbonato ( pH 9. 6 ): l. 59 g r 

de Na
2
co

3
, 2. 93 g r de NaHC0

3
, a•orar a un li t ro c on H

2
D destilada . Alma-

cena r a tempera tura ambiente por no más de dos sem~n"" · 

OBS-n·.ee n. Amorti guaaor de salina-fosfato, más C. J') ;1
• je 1 11 e?11 (p'~ '> . a)¡ 

8 gr de N3CL, 0.2 gr de KH PO , 0.2 gr de KCL , 1. 5 1Jr d•J i'<a'·HJ. y 0. 5 m:i. 
2 .'.I 1+ 

d e Ti· een 20 , en un li t ro de H O. 
2 

Conjugados.- Se prepararon t res c onjuga::Jos enzi ma- ant1cu2rpc : 

Peroxidasa de rábano con jug ad3 3 IgG de c one jo anti IgA d:e r ata , a -

I g G .je conejo anti IgM y a I gG ,j e conejo anti IJG de rw. t3 . 

Los conjugados se alm·3Cen: n a 4'°'.: con 5G/c· de glicerol. La cantidad rec;üe-

Substrato • 

.Amortiguador fosfa t cr-c:i.. tra~c ( pH :: . J} : 2-'l. 3 ml C;:; !tcJ .j u cí tTi ca O. 1 ~,~ 1 

2~ . 7 ml de Na HPO 
2 4 

0.2M y 50ml de H
2

0 . 

:'r.Gnte antes Ce usarse . 40 rng c.>'..2 orth o-phenylen8di ernine ( Sigma. Ca t. No. -

3888 ) se dic::;ue lven e n 100 ml dB 3morciguador fos fat o-citrato , y se añaden 

'10 ul de H O al JC';i,. El "" cJbstr:i to de be usarse al momento debid o a que -
2 2 

e s s ensi ble a oxidación. 

PROCED I MIENTO ; 
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E L S A 
ENZJME LJNKED IMMUNOSORBENT ASSAY 

1.- Adsorción del antígeno a la placa. 

Se recubrió cada placa con DNP-BSA 
200ua/ml en buffer carbonato-bicarbonato 
(pH 9 .6). Se añadieron lOOul de esta solución 
en cada poza. 

se dejó la placa 24 hrs. a 4ºC. 

3 lavados con PBS-TWEEN. 

Se añadieron lOOul de suero fetal al 
si en PBS-TWEEN, dejando la placa en in-• 
cubación a 37ºC durante lhr. 

3 lavados con PBS-TWEEN 

11.- Se colocó en cada pozo lOOul de una 
dilución 1:150 de suero de rata problema. 
Cada suero se ensayo por triplicado. 

En cada placa se colocó una curva de 
anticuerpos anti-DNP por duplicado; las 
concentraciones de la curva iban desde 0.039 
has ta 5 ug/ml. 

Se dejó la placa a 4ºC durante 24 hrs. 
3 lavados con PBS . 

. 111.-Se añadió el conju9ad9 enzima ~o­
bulina. Se usaron 3 conjugados d1ferentes: 
-JgG de conejo anti-IgA de rata peroxidasa. 
-JgG de conejo anti-lgM de rata peroxidasa. 
-JgG de conejo anti-lgG de rata peroxidasa. 

Se dejó la placa 24hrs. a 4º C. 
3 lavados con PBS-TWEEN 

IV.- Se añadió el substrato. 
H70/ /orto-fenildiamina en buffer 

fosfato-~itrato (pH 5.0 ). 
Despu&s de 30 min . , se a~adicron a 

da pozo 25ul de H2so4 2.SM. 
ca-

lJ 

La Absorbancia del contenido de cada pozo, se leyó por fotometría a 492nm, 
en un espectrófotómetro Titertek Multiskan ~ 

NOTA:Se utilizó la dilución de cada conjugado peroxidasa-antiglobulina, que dió 
una absorbancia de 1.0 a 492nm. 
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IX - Preparación de Conjugados Enzi~antiglobulina. 

L05 conjugados se prepararon utilizando peroxidasa de rábano; y tres frac 

ciC11Bs de IgG de conejo monoespecífica: 1) anti IgA de rata¡ 2) anti IgM d~ 

rata; y 3} anti IgG de rata 

Procedimiento: 

-Método de 2-pasos de glutaraldehido; para peroxidasa. ( Avrameas.& Ternyck, 

l~l). (W) 

1) Se disuelven 10 mg de peroxidasa de rábano ( RZ3.0) en PBS 0.1.M pH 6.8, -

conteniendo 1.25)(, de glutaraldehído. La mezcla es incubada durante la noch~ 

a temperatura ambiente. 

2) La peroxidasa activada con glutaraldehido es dializada contra soluciOn sa­

lina normal, o pasada por una columna de Sephadex G 25 para remover el gluta­

raldehido libre, y llevada a un volumen de 1.0 mil en salina normal. 

3) lkla fracción de IgG monoespecífica anti globulina de rata, es diluida a -

5 rrg/ ml en salina normal. 

4) 1.0 ce solución globulina es mezclada con 1.0 ml de peroxidasa actévada y 

0.1 ml ce buffer carbonata- bicarbonato 1M pH 9.6. La mezcla se incuba 24 ~ 

hrs. a 4°C. 

5) 0.1 ml de solución de lisina 0.2M es añadida y la mezcla es incubada a -



temperatura ambiente durante 2 hrs. 

6) La mezcla es dializada contra PBS pH 7.2 durante la noche. 

7) La gobulina marcada con la enzima es precipitada añadiendo un volumen -~ual 

de solución de sulfato de amonio saturada. 

El orecipitado es lavado dos vece3 en sulfato de amonio medio saturado, y 

es resuspendido en 1.0 ml. de PBS. 

8) El conjué:3do es dializado extensivo;rnente conc:ra PBS, ( o pasddo por una -

columna oe Se~naoex G 2~). 

9) El conjugado es centrifugado a 10 000 XG por 30 min, y el sedimento se de~ 

-3r~a. Se añ3de EJSA a una concentración f~n:ll de l.o:;k. 

10) El conjugado es filtrado a través de un filtro milipore (0.22 um) y dma­

cenado a -2DºC, ( ó a 4ºC si se añade una cantidad igual de glicerol) en ali-

cuo:3.::. 

11) Para detenninar la dilución óptims de trabajo del conju<]3dO se utiliz.6 el 

r1étodo Ge ·Joller, 8iC. el-2. arid ~~_:_arle~~ ( 1976}. 

-itula~ión de Conjugados: 

Ejemplo: Titulación del conjugado IgG de conejo anti IgA de rata peroxid3s~. 

I- Se utilizó IgA de rata a una concentración de 200ug/rnl¡ y se hicieron di-

l·Jciones en 3nortiguador de recublimiento pH 9.6, cano se muestra en el oia-
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grama siguiente: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 20ug/ml _______ _ 

8 10 

e s 

o 2.5 

E 1.25 

F .625 

G 

H 

-----------------

La dilución colocada en cada pozo 

de un mismo renglón es la misma) 

Cada pozo se llenó con 100 ul de diluc:.'..ón de IgA. 

rr- Se incubó la placa 1 hr a 37ºC; y después se guardó a 4° C durante la no-

che. 

III- Se hicieron 3 lavados a la placa con PB&-Tween. 

IV- Se añadió suero fetal al ~º en PB&-T•.'.een, para bloquear; (lOOul/pozo). 

Se incubó la placa 1 hr a 37°C. 

VI- Se hicieron diluciones del conjugado IgG anti IgA de rata peroxidasa, en 

PB&-T·:.een. ( Cono se muestra en PÁ diagrama, las diluciones se hicieron de -

c .. 



izquierda a derecha; y la cantidad colocada en cada pozo de una misma linea 

vertical es constante. 

1- 2 - 3- 4"" 5 - 6 - 7 - 8 

A 1: 100, 1: 200, 1:300, 

e 1: 100 

o " 

E " 

F " 

G " 

H " 

9 - 10 - 11 - 12 

La concentración del conjugado 

vsríu Pº"' re.ogl6n; y as crn1é;ta,1'.;¡, 

en cada fila vertical) 

- Se incubó la placa 1 hr a 37ºC; y se guardo a 4°C durante la noche. 

VII- Se dieron 3 lavados con PB&-Tween. 

VIII- Se colocaron en cada pozo 100 ul de solución de substrato. 

-Después de 30 minutos se paró la rea-cción añadiendo 25 ul de H SO 2.5m. 
2 4 

IX- El título del conjugado, es igual a la dilución mayor, que dá una lectura 

de absorbancia de l. O a 492 nm. 

-El título del conjugado IgG anti IgA de rata- peroxidasa; fué 1: 250. 

-El título del conjugado IgG anti IgM de rata- peroxidasa, fué de 1: 1000 

-El Lítulo del conjugado IgG anti IgM de rata-peroxidasa, fué de 1: 1000. 
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R E S U L T A O O S 

A) Respuesta Específica de anticuerpos IgA, IgM e IgG en raLas LE y SO 

machos y hembras inmunizadas con DtlP-LIS. 

B) Respuesta especifica de anticuerpo= IgM e IgG en ratas Híbridas machos 

y hembras inmunizadas con 01\P-i...IS. 

e) Respuesta especifica de lgA, IgM e IgG en ratas híbridas machos y hembras 

inmunizadas con los conjugados: 

DNF'-LIS, DNP-Cit-c, D~ GAT, 01\P""TGAL y D!IP-CNA. 

O) Respuesta específica de IgA, 19'.i e IgG en ratas LE machos y hembras inmu -

nizadas con Of\.lf>-0\/A, DNF>-ci t-c y DtlP-LIS. 
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R E S U L T A D O S: 

A) Respuesta específica de IGA, IgM e IgG en 

ratas LE y SO machos y hembras inmunizadas 

con DNF'-LIS. 

I- CONTP.Q GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE NHICUERPOS DE LA CLASE IgA 

Los resultados presentados en la tabla 1 indican que exis':c:en d~ ferencic:s 

entre las ratas Long-Evans y Sprague-Dav.ley inmunizad0s con fJNr-LIS, en la 

respuesta específica de IgA anti DNP. Las ratas Lor:c;-Evans c;eneraron 3ltas 

respuestas de IgA espec;ficaco f13cia Dl•lrLIS; mientras que l'ls ratas Spragucr-

Oawley produjeron respuestas intermedias. Al comperarse pm · pruebas c~e t lcr-

respuesta de IgA de las hembras Q.E con la de las hembras SD; y la reapuestcr-

de IGA de los machos LE con los machos SD, se encontró que las diferencias,-

para cada sexo, entre lss ratas Long-Evans y Sprague Dawley en la respue3te-

específic3 de IgA eran ambas significativas, en las ratas inmunizadaoo con 

ONP-LIS. ( Fig. 1) 

Como puede aorecüerse en la tabl3. 2 y 6 31 comp2r3rse de igual mcnera -

los grupos de ratas controles machos y hembr .. is de las cepas Long-Evacl'ó y Sprague 

Da~ley, se encontró no existen diferencias_ signific3tivas entre una y otra ce 

pc;, en la respuesta de IgA cm ti Dr~P. 

1Jari3ción entre macho~ 1 ilernb!---=:s. f-Jura cada cepa, .se canp:Jró la respues':3 

de IgA ~~ti DNP entre machos y hemb~as. Encontr§ndose que; J) En las ratss SO 

·:::cin rJ~ 1 P-LlS l3s hembras ,Jrodujeron respu2-=-, 2s de Ig.A. específicss-

:~ignific'3tivamente me.yore::3 que los rnr::·_: 1u..:..., b) En las r:=:.~2~ LE inmunizudas con 
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Fig. 1 . Control genético de la respuesta especí­
fica de IgA, hacia DNP -LIS; en ratas. Se puede a 
preciar que las ratas ~ong-Evans producen altas~ 
respuestas contra DNP4-LIS; mientras que las Spr~ 
gue-Dawley generan respuestas intermedias. Se ob­
serva también que en las ratas SD las hembras pro 
ducen respuestas de IgA significativamente mayores 
que los machos; mientras que en las ratas LE no 
existen diferencias entre ambos sexos. 
(Nota: Los números en la ordenada indican la con­
centración en Ug/ml de IgA anti DNP detenninada 
por ELISA). 



!Jb la i . 

CONTROL CENETICO Dr. LA Rbt"STA ESl'ECEF!CA DE ANTECCERl'OS CLASL lgA; EN RATAS rNMl!N17.AJJAS CON DNP4 - !.IS. 

HIBRIDOS 
CEPA = LONG-EVA1'S SPRAl.L'E- DAWLEY 

(SDxLE) F 
ljlg/ml) 

-
X= 616.0ú X= 222.07 X= 761.45 

MACHOS 213. 3¡. s= 69.29 s= 172.úS 
s= 

--· ---
X= 656.5~ X= 334. 66 X= 1615.5 

HEMBRAS 
l 70.6J 115. 95 s= 594.26 s= Sº' 

--------

DIFERENCIAS EN LA RESPUEST,\ :iL lgA HACIA D:>r•
4

-LIS ENTRE RATAS DE LAS CEPAS LONG-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY. 

SEXO MACHOS= p < .001 HEMBRAS= p ¿__ . 00 l 

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE lgA HACIA DNP
4
-LIS 

LONC~EVANS SPRAGUE-DA\-!LEY 

p > 0.1 p < 0.025 

DEBIDAS AL SEXO, EN RATAS. 

HlBRIDOS 
(SDxLE) 

p < 0.01 



,.... 
o 
C' 

SEXO 

MACHOS 

HEMBRAS 

SEXO 

l>l.ACHOS 

HEMBRAS 

Tabla 2 • 

P R U E B A S D E t 

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA¡ ENTRE RATAS. LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY INMUNIZADAS 

CON DNP -LIS. 

RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE IgM RESPUESTA DE IgG 

p < .. 001 p ¿_ .001 p / l.0 (n.s.) 

p < .001 p < .001 p ""> 1.0 (n.s;) 

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA ESPECIFICA ANTI DNP, ENTRE RATAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY CONTROLES. 

RESPUESTA DE lgA RESPUESTA DE IgM RESPUESTA DE IgG 

P '"/ 1.0 n.s. p ¿ .05 p 7 1.0 n.E>• 

p )" 1.0 n.s. r L .os p / 1.0 n.s. 



con Dt.P-LIS, no se observaron diferencias entre machos y hembras en la r~s-· 

puesta de IgA específica. c) En las ratas controles de ambas cep-oc;, no se e~. 

contraron diferencias significativas entre machos y hembras en sus re 

tas de IJA anti Ot\P. ( Ver tabla l y SJ. 
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II- RESPLESTA ESPECIFICA DE ANTIClEAPIB DE LAS CLASES IgM e lgG, EN RATAS 

L_O'_~crEV""-";..._AfJ_S--'Y_SPA_NJ~LE_D_AWL __ .._E_Y_I_f'-N"""-LJN-I_Z_flD_A_S_C_fX'.J_1 _Df\P 1'1-t.e.:_ 

En las figuras se observa la respuesta de lgM e lgM e IgC de las ra 

tas LE y SO in111Jnizadas ccn Df'P 
4
- LIS. 

Se puede apreciar, que las ratas machos y hembras de la cepa Lcrig-E:vans -

producen respuestas de IgM específicas mayare~ c;ue las ratas machos y hembraco 

de la cepa Sprague-[,av;ley, respectivamente. Al canpararse estos resultad~ por 

pruebas de t, se ene entró que tales diferencias erac, ">-;,ruficat:i·Jas. C:séo" -

:t>esultados, junto con los de la respueso:a de I<;!\ indican que: las respuestas-

especificas hacia Dl\P-1..isozima, de IgA : de IgM, de las ratas Long""Evans son 

altas; mientras que en las ratas Sprague-üawley, tales respuestas son inter-

medias. (3) 

Por el cantr~rio, la respuesta de IgC específica na maséró variación sig 

ni ficati va entre las ratas de las cepas Lang-Evans y Sprague-Oawley, ambas in 

munizadas con Ol'llP-LIS. ( Tabla 4). Los resultados de la res~uesta específica 

anti ONP, en los grupas de ratas controles de las cepas Long-Evans y Sprague-

Oawley, también fueron canparados por pruebas de t; y cano puede apreciarse -

en la tabla 6 se encontró que no existían diferencias significativas entre -

ambos grupos, <>n la segunda respuesta de lgG, pero la respuesta de IgM sí -

mostró variación significativa entre ambas cepas.(Tabla 2). 



EFECTO DEL SEXO EN LAS RESPUESTAS DE IgM e IgG ESPECIFICAS DE LAS RATAS 

LE Y SO I""1Ul\'IZADAS CON DNP-LIS, Y CONTRG_ES. 

Tanto en las ratas Long-Evans como Spragu8""1lawley inmunizadas con OflP-LIS 

se encontril que, la respuesta específica de anticuerpos IgM era significati 

vamente mayor en las hembras que en los machos. ( ver tabla 3 y figura 2). 

Respecto a la respuesta de IgC anti Dl\P, de las ratas inmunizadas con -

DNP-LIS de las cepas Long--Evans y Spragu8'""Qawley, podemos notar que no existe 

variación significativa debida al sexo en ninguna de las cepas de ratas pro-

badas. (ver fig.3 y tabla 4). 

En los grupos de ratas controles LE y SO, se observó que las respuestas 

de IgM y de IgG anti- DNP no se ven influenciadas par el sexo. Estos resul­

tados al igual que los anteriores fueron ~arados por pruebas de t. (ver 

tabla 5). 
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Fig.2 . Control genético de la respuesta específi 
ca de IgM en ratas inmunizadas con ONP -LIS. Se -
puede apreciar. que las ratas LE generan altas res 
puestas hacia ONP4-LIS; mientras que las SO prod~ 
cen respuestas intermedias de lgM. También se ob­
serva que tanto en las ratas LE como en las SO, 
las hembras producen respuestas de IgM significati 
vamente mayores que los machos. -
(Nota: En la ordenada se muestra la respuesta de 
IgM anti DNP en Ug/ml medida por ELISA). 
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Tabla 3 . 

3.1 CONTROL CENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE lgM¡ EN RATAS INMUNIZADAS CON DNP 
4
-LIS . 

(SDxLE) F1 

CEPA • LONC-EVANS SPRAGUE-DAWLU HIBRIOOS 

MACHOS 
¡. 309.9 110.084 187.66 

s• 29.14 39.10 43.13 

HEMBRAS x- 494.09 234 . 0 650.0 

a• !M). 99 48.53 273.0 

3.2 DIFERENCIAS ENTRE LAS CEPA,S LONC-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY, en la res pueata e11pecifica de IgM a OOP4-LIS • 

MACHOS • p < .001 HEMBRAS • p < . 001 

3.3 DIFERENCIAS DEBIDAS AL SEXO, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE I¡K HACIA 00
4
-LIS¡ EN ratH LE, SD y (SDxLE)F

1 

.... 
o 

LONG-EVANS 

p.< .001 

SPRAGUE-DAWLEY 

p < .001 

HTBRIOOS 

(SDxLE)F
1 

p < .01 



500 

250 

o 

x= 93.67 
s= 25 .49--+---. 

x= 78.4 
s= 6.87 

Machos Hembras 
LONG-EVANS 

lg .G 

x= 74.07 
s= 13.09 

x= 84 .o9 
s= 14.22 

Machos Hembras 

SPRAGUE-DAWLEY 

11 
Respuesta de IgG anti DNP en ratas inmunizadas con DNP -Lisozima!' 
---------- -----

Fig.J . Respuesta específica de lgG en ratas inmu 
nizadas con DNP4-LIS. La figura muestra que la re~ 
puesta de IgG anti DNPa-LIS es muy similar en am­
bas cepas. Por otro lado, ni en las ratas LE ni en 
las SO se observó variacón debida al sexo en ésta 
res pues ta. 
(Nota: En la ordenada se indica la concentración 
de lgG anti DNP en Ug/ml, determinada a los sueros 
de las ratas por ELISA). 
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4.1 

CEPA 

Tabla 4 . 
RESPUESTA ESPECIFICA DB IgG ANTI DNP, EN RATAS INMUNIZADAS CON llNP 

4
-LIS . 

(Ug/ml) 

LONG-EVANS SPRAGUE-DAWLEY HIBRIDOS 

(SDxLE)F
1 

KAQlllS X• 93.67 74.073 

13.096 

148.46 

•• 25.49 37.39 

HEMBKAS X• 78.4 84.09 114.84 

4.Z 

4.3 

.... 
o 
..... 

•• 6.87 14.22 45.39 

I> 
DIFERENCIAS ENTRE LAS CEPAS LONC-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG A OOP 

4
-LIS 

MACHOS • p /' 1.0 n.a. HEMBRAS• p > 1.0 ri .s. 

VARIACION DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE lgC HACIA DNP
4
-LIS; EN RATAS DE LAS CEPAS 

LONC-EVANS SPRACUE-DAWLEY 

p > 0 . 1 n.e p > 0.1 n.s. 

HIBRIDOS 

(SDxLE)Fl 

p '"7 0.1 o.a • 



o 

°' 

Tabla 5 

P R U E B A S D E 

DIFERENCIAS EN !A RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI DNP DEBIDAS AL SEXO, EN RATAS CONTROLES LONG-EVANS y 

S PRAGU E- DAWLJ;.'Y 

CEPA 
RESPUESTA IgA RESPUESTA lgG RESPUESTA IgM 

LONG--EVANS l * p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1 

LONG--EVANS Z* P ;;:- O.l p > 0.1 P > O.I 

S PRAGUE-DAWLEY p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1 

*Nota: los números 1 y 2 indican que se trata de dos grupos dif e rentes de ratas LONG-EVANS controles~el 

grupo L-E
2 

se ens ayó junto con S-D; mientras que L-E
1 

fue el prime r grupo d~ control es LE, y se ensayó con 

l os grupos LE inmuni zados con DNP-LIS, DNP-Cit-c y DNP-OVA). 



~ 

o 
\O 

Tabla 6 . 
RESPUESTA DE ANT lCUERPOS ANTI DNP, EN RATAS CONTROLES LONC~F.VANS y SPRACUE-DAWLEY. 

( .LJg/ml ) RESPUESTA DE lgA RESPUESTA DE I~C RESPUESTA DE lgH 

CEPA HACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS HACHOS HEMBRAS 

LONG-EVANS 
x~ 9.37 6. 32 6.2 5.48 14.06 12.2 

5; 4.4 3.9 2. 7 l. 83 5.6 4.63 

SPRAGUJ::-DAWLEY 
x~ 5'.8 4.2 5.0 5.9 7.8 6.5 

s== 2.66 2.22 2.3 2.1 2.8 2.4 



B) RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA,IgM e IgG EN HI6RIDOS INMUNIZADOS CON DNP-LIS. 
I!l-CARACTER OOMINANTE DE LA RESPUESTA ESPECIFICA ALTA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE 

Para averiguar si la alta respuesta específica hacia DNP4-LIS, de IgA, de las 

ratas Long-Evans se transmitía como un caracter dominante, sobre la respuesta intenn~ 

día mostrada por las ratas Sprague-Dawley, se realizaron cruzas de hembras de la cepa 

Sprague-Dawley con un macho Long-Evans. Los híbridos obtenidos, machos y hembras, se in 

munizaron con el conjugado DNP 4- LIS y se determinaron por El.ISA sus respuestas espe­

cíficas de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG. 

Los resultados se muetran en la figura y se analizan a continuación: 

RES?GESTA DE IgA en los h¡bridos (SD>ú.E)Fl 

En la tabla~ podemos apreciar que los hÍbridos (SDxLE)F1 producen altas 

respuestas específicas de IgA hacia llfl'-LIS, por lo que éstos resultados sugieren, 

que la alta respuesta de IgA de la cepa Long-Evans, se transmite a los hÍbridos como 

un caracter dominante, sobre la respuesta ~edáa mostrada por las ratas Sprague-

Davley •. Cabe señalar, que los hÍbridos machos y hembras producen respuestas de IgA 

aún mayores que las presentadas por las ratas ~o~g-Evans. 

EFECTO DEL SEXO EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE lgA ANTl-LfiP-L IS, EN LOS 

HIBRIDOS. 

En la figura se puede observar, que en los híbridos $DxLE)F1 INMUNIZADOS CON 

DNP-LIS , las hel!lbras produjeron respueatas específicas de IgA anti-DNP significativ~ 

mente mayores a las de los machos.(Estas diferencias entre sexos se analizaron por 

pruebas de t ver tabla l). 

Consideramos importante recordar, que la respuesta de IgA hacia DNP-LIS án las 

ratas Long-Evans no mostró variación significativa debida al sexo; y que en las ratas 

Sprague-Dawley, encontramos resultados similares a los de los Híbridos, es decir,que 

las hembras produjeron respuestas de IgA significativamente mayores que los machos. 

No encontramos una explicación convincente a éstos resultados pues, asumiendo que: 
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- Los híbc i~!os F
1 

machos, portan un c romosoma X de SJ y un cromosom.3 y de LE; y que 

las hembras F 1 portan un cromoso:na X de SD y un X de LE. (Ya que los híbridos (8DxLE) F 
1 

son el resultado de la cruza de ratas hembras SD, con machos LE.) 

- Ent onces , si suponemos que las ratas LE no reciben influencia delcromosoma X, en su 

respuesta específica de lgA a DNP-LIS, ya que no hay diferencias entre machos y hembras. 

- 1 que la respuesta de IgA hacia DNP-LIS de las ratas SD, si recibe influencia d61 ero 

mos0ma X.; v por lo tanto las respuestas de las hembras son rr.ayores a las de los machos. 

- Espera ríamos entonces que en los híbridos F1, no se .observaran diferencias aignific~ 

tivas éntre machos y hembras en sus respuestas de IgA hacia DNP-LIS, lo cual no ocurre. 

IV- RESPcESTA ESPECIFIOA DE ' gM EN RATAS (SD X LE)Fl I~1'1UNIZADAS co~ DNP-LIS. 

V-

De manera similar a cOlll<) se observó en la respuesta de IgA, se encontró 

que los híbridos F l producían altas respuestas de IgM hacia DNP-LIS iguales y/o ma­

yores a las encontradas en las ratas long-Evans. Por lo que se concluye que, la res­

puesta de I~~ alta se transmite a la progenie como un caracter dominante sobre la 

respuesta intermedia presentada por las ratas Sprague-Dm.rley. (t..i,lo. 3). 

\'ARlACIO:\ DE LA RESPL1::STA '.DE lgM Dl LOS HlBRIOOS;. DEBIDA Al SEXO . 

En las ratas híbridas inmunizadas con !JHP-LIS, se encontró que las hembras 

producían respuestas de lgM anti DNP significativamente mayores a las encontradas en 

los machos.Cabe recordar que en l as padres LE y SD taiobién se encontraron estas dife­

rencias entre sexos en la respuesta de IgM anti DNP-LIS. 

RiSPll::STA ESPEClfiCA DE IgG E.~ HlBRIDOS (SDxLE)f f INML~!ZADOS CON DNP-LIS. 

La respuesta ~e igG de los híbridos F1 inmunizados con DNP-LIS, no se pue­

de analizar de la mis~a manera que las respuestas de lgA e TgM, debido a que no 

se encontraron diferencias significa~ivas entre LE y SD en sus respuestas de IgG hacia 

IY.iP-LIS; y por consiguiente no podemos decir cual caracter se transmite de manera do-

miaante.con exactitud, y mucho menos a cual cepa pertenece tal caracter. 



EFECTO Qi~ ' SEXO EN LA RESP LESTA DE IgG EN UE HIBRIDCE HMUMTZ?.OCE _h._i!:! 

o~s. 

El anál~sis por pruebas de t de la respuesta de Ig~ hacia DNP-LIS de 

los híbridos, reveló que esta respuesta no recibe influencia del sexo. 

En la figura se puede apreciar, que no exis ten diferenci as ent.n:i -

machos y hembras en sus .n:ispuestas especificas de IgG. (tabla 4). 
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En base a los resultados anteriores, que indicaban Que: a) en los -

híbridos y en las ratas Spragu~awley, las hembras producían respues-

tas específicas hacia DNP-LIS de las clases IgA e IgM significativamen­

te mayores que los machos; b) mientras Que en las ratas Long-Evans, aun 

~,ue respecto a la respuesta específica de IgM se encontró que las hem -

bras también presentaban respuestas superiores a las de los machos, no 

se encontró variación significativa debido al sexo, en cuanto a la res-

puesta específica de anticuerpos IgA. (Tablas 2,7,8) 

Se decidió entonces, probar otros antígenos conjugados a 01\P en ra-

tas Loog Evans y en híbridos (SDxLE) F
1

, con el objeto de averiguar si en 

las r3t3s LE la respuesta de IgA hacia otros antígenos si mostraba va -

riación debida al sexo; y por otro lado, en los híbridos F
1 

se utiliza-

ron otros antígel!l~s, para analizar la respuesta especírica de anticuer-

pos de las clases IgA, IgM e IgG entre machos y hembras, con mayor de -

talle. Es decir, para averiguar si la respuesta específica de IgA e IgM 

se comportaba de la misma manera que se observó hacia DNP-Lis, o si va-

riabe dependiendo del antígeno utilizado. 

A continuacióo se presentan los resultados obtenidos en las ratas -

Long Evans y en los híbridos (SDxLE) F al determinar por ELISA sus res 
1' 

puestas especificas de IgA, IgM, e IgG anti Dr.F'; y CCJ!lllarar sus respues-

t~s entre machos y hembras. 
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Tabla 7 . 

RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI VNP , VE RATAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY INMUNIZADAS CON DNP -LIS 

!pg/mt) 

CEPA 

LONG-EVANS X= 

¿ = 

SPRAGUE-VAWLEY X = 

¿ = 

""" 

RESPUESTA VE IgA 

MACHOS 

616.06 

213.34 

222 .07 

69.29 

HEMBRAS 

656. 56 

170.63 

334 .66 

65.95 

RESPUESTA VE IgM 

MACHOS 

309.9 

29. 14 

110.084 

39.10 

HEMBRAS 

494.09 

80.99 

234.0 

48. 53 

RESPUESTA VE IgG 

MACHOS 

93.67 

25.49 

14.073 

13.096 

HEMBRAS 

78.4 

6.87 

84.09 

14.22 



Tabla 8. 

PRUEBAS V E t 

VIFERENCIAS EN LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI VNP, VEBZVAS AL SEXO, EN RATAS LONG-EVANS y SPRAG.IE-VAWLEY 

ANTI GENO 

VNP4-LIS 

LONG-EVANS 

SPRAGUE-VAWLEV 

,_. 
U"> 

RESPUESTA VE IgA 

p '7 o., 

p < 0.025 

RESPUESTA VE IgM RESPUESTA VE IgG 

p < 0.001 p > 0.1 

p < 0.001 ,, > 0.1 

' 



~) 9as~uG~~~ específic3 de IgA, IgM e IgG Gn raLa~ SOxLE) 

machos y hembras inmunizadas con los conjugados: 

DNP-LIS , D~i t-c , DNP-GA T, Di J:O-TGAL y DNP-DJ A. 

RESLLTADC6 DEL ELISA REALIZADO EN LOS SLEROS DE LAS RATAS 

HIBRIDAS ( SO x LE ) F 
1 

, MAD-KE Y HEMBRAS 

La respuesta inmune especffic:a. anti 01\P de anticuerpos de las clases IgA, 

IgM e IgG, determinada por ELISA en los sueros de las ratas hibridas mchos y 

hembras, se muestra en 1'ls figuras 4,5 y 6 respectivamente. 

El análisis estadístico aplicado a estos resultados, fué un análisis Fac 

torial de varianza y pruebas de t de S:uaenL 1 el primero se apLcó par" deter 

minar si la respuesta inmune específica de anticuerpos IgA, IgM e IgG mostra-

ba una variación debida al sexo y/o ~na variación dependiente del tipo de an-

tígeno utilizado en la inrnunizacién. Cada clase de respuesta se analizó por-

separado. El segundo análisis, se aplicó para comparar la respuesta irrnune -

entre l~s machos y las hembras de cada grupo de ratas inmunizadas con un mis 

mo antígeno. 

Respuesta de IgA 

La respuesta de anticuerpos IgA anti DNP de los sueros de las ratas ~-

( SDxLE) F . 
1 se muestra en la tabla 9 y en la figura 4. Observando los resul -

'ados de la figura 4, podemos notar cue las hembras producen mayores respues-
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tas específicas de IgA que los machos¡ en los grupos de ratas inmunizadas con 

los conjugados ONP -OVA, ONP -ONP -GAT. Los controles, ratas no inmunizadas y 
10 4 3 

ratas inmunizadas con ONP -TGAL, muestran bajas respuestas anti DNP, las cua-
10 

les no varían significativamente entre machos y hembras· 

Al comparar la respuesta específica de IgA anti Of\P entre machos y hembra= 

por pruebas de t, se encontró que la respuesta de IgA era significativccmente-

nayir en las hembras inmunizadas con DNP
10

--f>VA, IJNl4~s. Dt*t3-Ci~c y DNP3-GAT 

que en los machos tratados similarmente. ( ver tabla 12). 

El análisis factorial de varianza aplicado a est'lS datos, reveló que la 

respuesta inmune específica de IgA, recibe tanta inf'luencia del sexo, como 

variación debida al antígeno utilizado en la irmunización. ( ver tabla 13) 

Respuesta de IgM 

Los resultados de la respuesta de anticuerpos Igll anti ONP, obtenidos por 

el ELISA aplicado a los sueros de las ratas Híbridas (SOxLE) ··machos y hem -
F1 

bras, se pueden apreciar en la tabla 10 y en la figura 5. Como puede observar 

se, la re•puesta de IgA; es decir, las hembras también muestran respuestas de 

IgM específicas anti DNP mayores a las encontradas en los machos, en los· grv-

pos de ratas inmunizadas con ONP -r:NA, DllP ~S, IJNl -cit-c Y Ol\P3-GAT. Los-
10 4 3 

grupos controles antes mencionados, también mostraron muy bajas respuestas 

anti DNP de anticuerpos IgM, uue tampoco varían debido al sexo. 

La comparación por pruebas de t, de la respuesta de lgU entre machos y -



hembras re'tel6 que las diferencias encontradas entre machos y hembras son 

estadísticamente significativas. ( ver tabla 12). 

El análisis de varianza factorial aplicado a éstos datos de la respues-

ta de IgM, indicó que ésta respuesta muestra una variación significativa, -

tanto en el efecto del sexo, como por el tipo de antígeno utilizado. (ver -

tabla 13). 

Respuesta de IgG 

Los datos obtenidos en el ELISA para cuantificar anticuerpos IgG especí-

ficos anti Ot\P que se aplicó·a los ya mencionados sueros de ratas híbridas -

(SDxLE) F., se encuentran en la figura 8 y en la tabla (11) Puede apreciarse, 

~ue no se observan diferencias debidas al sexo en la respuesta de IgG de nirr 

guno de los grupos de ratas irJ11unizadas con los ya citados conjugados DNP-aca 

En los grupos de ratas controles machos y hembras descritos anteriormen-

te, la respuesta de IgG anti 01\P fué también muy pobre y sin variación debi-

da al sexo. 

Cerno era de esperarse, el análisis de estos datos por pruebas de t indi­

có que no existen diferencias significativas entre machos y hembras, en sus-

respuestas específicas anti ONP, de anticuerpos IgG. (ver tabla 12). 

Al aplicar a estos resultados el ya mencionado an§lisis de varianza fac-



Fig.4 . Respuesta especifica de lgA en ratas híbri 
das (SDxLE)F

1 
inmunizadas con conjugados DNP-acarre~_ 

dar. Se puede apreciar, que las hembras presentan 
respuestas de IgA contra DNP-OVA, DNP-LIS, DNP- Cit-c 
y DNP-GAT, significativamente mayores que los ma­
chos. (Nota: La respuesta_de IgA anti DNP se indica 
en la ordenada en Ug/ml. X= media de cada grupo de 
ratas; y s~ desviación standar). 
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Tabla 9 . 

RESPUESTA ESPECIFICA OE ANTICUERPOS lgA ANTI ONP, EN RATAS HlBRlVAS I SPRAGUE-OAWLEY J( LONG-EVANS l F1 1f<9 / ml l. 

ANTI GENO VNP -OVA l VNP -OVA ll ONP -C.lt-c: 

MACHOS X • 54 7. 6 3 

4. 73.13 

HEMBRAS X• 2608.72 

<I • 1075.98 

ANTI GENO VNP -GAT l1 

MACHOS x • 71. 48 

<I • 9 . 68 

HEMBRAS X• 112.5 

4 • 8.77 

473.23 

121 .12 

1222.02 

305. 7 

720. o 
49,01 

1446 

95.0 

ONP - LIS l ONP -LIS ll ONP -GAT ONP -TGAL CONTROLES 

761 . 45 

172.65 

1615. 5 

594.26 

182 .43 

57.51 

387 . 69 

77 .92 

109.32 

30.26 

160.7 

38 .19 

5.97 

1.46 

5 . 85 

2.02 

3 . 6 1 

1. 2 

3. 58 

1 . 43 
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Fig.5 . Respuesta específica de IgM en ratas híbri 
das (SDxLE}F1 inmunizadas con conjugados DNP-aca-­
rreador. Se observa que la respuesta de IgM de las 
hembras es significativamente mayor a la.de los ma 
chos, en las ratas (SOxLE)F1 inmunizadas con DNP-­
LIS, ONP-OVA, DNP-Cit-c y ONP-GAT. ( Nota: la res 
puesta de IgM anti ONP se indica en Ug/ml). 



Tabla 10 . 

RESPUESTA ESPECIFICA VE ANTICUERPOS IgM AWTI VNP, EN RATAS H18RIVAS ( SPRAGUE-VAWLEY x LONG-EVANS )F1 • ~g ¡ ml). 

ANTIGENO VNP -OVA I VNP -OVA U VNP -Clt-c. VNP - LIS Z VNP- -LIS II VNP -GAT VNP -TGAL COIJTROLES 

MACHOS X= 1438 536.1 485.24 43.20 187.66 125.83 5.24 4.57 

~ = 134. 37 105.0 759.5 13.7 43.13 58.0 • 7125 • 793 

HEMBRAS X= 2121.0 4956 

596. 74 

1587.IS 73.62 

30.39 

650.0 

273 

6 74 .42 5.65 

.7328 

4.23 

1 .12 

'" N 

~ = 378 168 177 



I g G 

Fig.6 . Respuesta de IgG especifica en ratas hibri 
das (SDxLE)F machos y hembras. Se observa que no­
existe variatión significativa debida al sexo en 
la respuesta de IgG de las ratas inmunizadas con 
los conjugados: DNP-OVA, DNP-LIS, DNP-Cit-c y DNP­
GAT. ( La respuesta de IsG anti DNP se indica en 
Ug/ml) . 
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Tabla ll . 
RESPUESTA ESPECIFICA VE ANTICUERPOS IgG ANTI VNP, EN RATAS HIBRIVAS ( SPRAGUE-VAWLEY x LONG-EVANS ) F1 lpg / mil . 

ANTIGENOS VNP -OVA 1 VNP -OVA 11 VNP -CU-e. VNP - LIS 1 VNP -LIS II VNP -GAT VNP -TGAL CONTROLES 

MACHOS X = 14 1 • O 9 

6 = 32.41 

HEMBRAS X= 104.9 

.... 
N ..,. 

6 = 30.51 

238.49 

31. 79 

7.25.74 

37..33 

210.99 

81.54 

154.17. 

15.45 

31.81 

16 .15 

37.61 

16.33 

148.46 

37. 39 

114. 84 

45.39 

109.25 

43.8 

146.89 

55.0 

3.9 

0.86 

4.21 

0.304 

4 .7.7 

0.87 

4.11 

0.94 



Tabla 12 . 
P R U E B A S V E t 

VTFERENCIAS VE RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA, ENTRE RATAS HIBRIVAS (SPRAGUE-VAWLEY x LONG-EVANSI F l MACHOS Y HEMBRAS. 

ANTI GENO RESPUESTA VE 1gA RESPUESTA VE IgM RESPUESTA VE IgG 

VNP
10

-0VA I p .e: . 01 p < . 01 p > 0.1 

VNP
10

-0VA II p < .001 p < .001 p > 0.1 

VNP4-LIS I p < .01 p < .025 P > 0.1 

VNP4-LIS II p < .01 p < . 01 p > 0.1 

VNP3-C.U-c. p < .001 p < .001 p > 0.1 

VNP3-GAT ~ p < .05 p < .01 p > 0.1 

VNP
10

-TGAL p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1 

VN'P3-GAT 1Z p < .001 

CONTROLES p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1 

-· ..., 
U1 
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Tabla 13 

ANALZSIS VE VA'RIA>IZA VE LA 'RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI VNP, EN 'RATAS HIB'RIVAS ISP'RAGUE-VAWLEY X -

• LONG-EVANS)F 1 MACHOS Y HEMB'RAS, INMUNIZAVAS • CON 4 VIFE'RENTES CONJUGAVOS VNP-ACA'R'REAVO'R 

RESPUESTA VE IgA RESPUESTA VE IgM RESPUESTA OE IgG 

f.os llALOR f.os VALO'R ,.os VALO'R , .os 
VALO'R VE TABLAS 

'ALCULAVA CAL CU LAVA CAL CU LAVA 

' 

Fjº;8c 4.08 "' 6.67 ..:::: 9.49 > 0.428 
EFECTO VEL SEXO , 

EFECTO VEL .os 
e 2.45 ¿_ 6.05 < 34.7 <. 4.94 

TIPO VE ANTIGENO 
FS,48 



torial se encontró que no rechazaban la primera hipótesis nula, de aquí que 

se concluya que no existe influencia del sexo en la respuesta específica de-

anticuerpos IgG. Sin embargo, debido a que la segunda hipótesis nula probada 

si fué rechazada, se concluye que la respuesta de anticuerpos IgG anti DIJP -

varia por efecto del antígeno utilizado en la irmunizaci6n, (ver tabla 13). 

D) Respuesta especifica de IgA, IgM e IgG en ratas Long-Evans machos y 

hembras inmunizadas con DNP-OVA, DNP-Cit-c y Ot>P-1...IS. 

RESLLTAOOS DEL ELISA APLICADO A LOS SLERCE DE LAS RATAS LC1'l8-EVANS 

Los resultados del ELISA indirecto para cuantificación de anticuerpos de 

las clases IgA, IgM e IgG anti DNP aplicado a los sueros de las ratas de arrr 

bos sexos, de la cepa LONG-EVANS inmunizadas can los conjugados ONP
1
0-CNA, 

DNP
4 

-Cts y DNPJ- CiL _c, se muestran en las figuras 7,8 y 9 respectivamente. 

Respuesta de IgA 

Los resultados de la respuesta específica de lgA anti Df\P se muestran en 

la tabla 14 y en la figura 7. Se puede apreciar que las ratas inmunizadas con 

DNP
10

-0VA y DNP
3
-Cit-c, muestran una respuesta de lgA específica mayor a la -

encontrada en los correspondientes grupos de machos similarmente tratados. Pe-

ro oor otro lado, en el grupo de ratas inmunizadas con Dl'P -LIS no se observan 
4 
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diferencias entre ambos se xos en sus r espuestas de I gA an t i DNP . 

Al comparar estos da t os por pruebas de t, se hall6 lo e sper"ld o; no se err 

contraron diferencias s ignificativas entre machos y hembras, en la respuesta-

de IgA del grupo de ratas i nmunizado cai DNP4-1...I S. MienLr.:i s que, para los 

grupos de ratas inmunizadas con DllP
10

-0JA y ONP
3 

--Cit-c, si se observaron va 

riaciones significativas debidas al sexo, mostrando las hembras respuestas -

de I gA anti DNP superiores a las de los machos. (ver tabla 15) . 

Respuesta de IgM 

Los resultados de lo respuesta de ! ::;•.l "ln t i 01\P obtenidos por ELISA en los 

sueros de las ratas L(J>JG"'"E\/AJl.6 se encuentran en la tabla 14 y en la f igura 8. 

Pcx:lemos notar, Que a diferencia de lo observado para la respuesta de IgA, 

la respuesta de IgM anti DNP, fué mayor en los sueros de las hembras de to -

-dos los grupos de ratas inmunizadas con conjugados IJto.P"'"acarreador, que en -

lo¡¡ respectivos sueros de machos . 

Al finalizar estos datos, comparando par pruebas de t la respuesta de IgM 

entre machos y hembras, se encontró que las mayores respues t as mostradas por 

las hembras inm.Jnizadas con OllP 10-a.iA, OM>
3
-cit-c y ONP4~s. son significa­

tivamente diferentes a las encontradas en los machos tratados similarmente. 

( ver tabla 15) . 
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RESPLESTA C1' IgG 

La respuesta específica de IgG de los sueros de las ratas LO\IC!-EVAl\6 

ya mencionados, se muestran en la figura 9 y en la tabla.14. Se puede~ 

aoreciar c;ue la respuesta de IgG anti OllP en la ::e¡oa LDll.G-EVAN3, muestra 

mayor variación debida al sexo que en los híb?"ü'os Soxi_E) • 1, ( ·;>r tatl.:t 

). El análisis de estos datos por pruebas de t, reveló que los gru--

pos de ratas inmuniz2dos con Dl\JP
10

-ov,n. y ONP
3
- Cit-c no mostraron varia-

ción significativa debida al sexo en sus respt.;estas de IgG anti ONP. Por-

el contrario en el grupo de ratas inmunizadas con DNP
4
-t.IS, se observó 

que los machos tuvieron una respuesta de lgG anti Df\P significativamente-­

mayor la encontrada en las hembras. Tabla 15. 

1 2 9 
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Fig.7 . Respuesta específica de IgA en ratas Long­
Evans machos y hembras. Se puede apreciar, que las 
hetrbras LE generan respuestas de IgA significati­
vamente mayores que los machos, hacia los conjuga 
dos DNP-OVA y DNP-Cit-c; pero no ONP-LIS,(pues es 
ta última respuesta no mostró variación debida aT 
sexo). (Nota: la respuesta de IgA anti DNP se pre 
sen ta en la gráfica en Ug/ml). -
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Fig. 8 . Respuesta específica de IgM en ratas Long­
Evans de ambos sexos. La figura muestra, que las 
hembras generan respuestas de IgM significativame.!l 
te mayores que 1 os machos, . .en las ratas LE i nmuni 
zadas con DNP-OVA, DNP-Cit-c y DNP-LIS. 
(Nota: La respuesta de IgM anti DNP se indica en 
Ug/ml). 
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Fig.9 . Respuesta específica de Ig~ en ratas ma­
chos y hembras de la cepa Long-Evans. Se observa 
que en las ratas inmunizadas con DNP-OVA, DNP-Cit-c 
y DNP-LIS, los machos presentan respuestas de IgG 
mayores a las de las hembras; .pero tales diferen­
cias no son significativas. 
(Nota: La respuesta de IgG anti DNP se indica en 
Ug/ml). 



Tabla 14 

RCSPllfSTA fSPfCIFTCA Vf ANTICUERPOS ANTI VN P; EN RATAS DE LA CEPA LONG-EVANS. ( }Jg / mf ) 

µglml RESPUESTA VE IgA RESPUESTA VE lgG RESPUESTA VE IgM 

ANTI GENO /.IACllOS HEMf\ RAS MACHOS HE,\IBRAS ,ltACHOS HEMBRAS 

VNP - OVA X = 515. 78 1781 . 25 20 7 175. 77 910.87 200 6 .125 

6 ' 9 7. 76 131 .2 5 44 . 21 35. 64 2 39 45 .1 

DNP - C.t.t- c x = 864 .1 5 1381 . 16 In .2 2 86. 11 664. 15 1698 

6 = 146. 1 277 . 68 44 . 41 30 . 14 2 36 509 . 302 

VNP - LIS x • 514 527 11 '" 29 100. 76 540. 62 H 3.6 

6 • 5?. 2 6 7. 8 19. s 1 1 &. o 62.42 58. 12 

-
CONTROLES X• 8.9 S.3 6.3 4.9 1j.9. 16.4 

6 • 4.2Z 3.3 2. s 1 • 7 '. 34 4.2 7 

w 
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Tabla 15 

PRUEBAS D E t 

DIFERENCIAS ENTRE RATAS DE LA CEPA LONG-EVANS, MACHOS Y HEMBRAS, EN SUS RESPUESTAS INMUNES ESPECIFICAS ANTI DNP . 

ANT !GENO RES PUES TA DE l gA RE SPUESTA DE lgM RESPUESTA DE IgG 

~~~~~~--~-·-~~~~~~~~~~~~~~~~~~-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

DNP 10-0VA p < 0.0001 p < 0.001 p > 0.1 

DNP4-LIS p ";?-O.[, p < 0.001 p < .05 

or~P3 - Cit-c p < 0.01 p < 0.01 p > 0.1 



D I S C U S I O N 

I. CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA EN RATAS. 
II. CARACTER DOMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE IgA ESPECIFICA. 
III. CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgM, EN RATAS. 
IV. CARACTER llOMINAiHL C'E LA_ALTJI P.ESPUESTA DE IgK ESPECIFICA. 
V. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN RATAS LONG_EVANS Y SPRAGUE DAWLEY 
INMUNIZADAS CON DNP4- LIS. 
VI. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN HIBRIDOS (SDxLE)F1 INMUNIZADOS 
CON DNP 4- LIS. 
VII. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA EN RATAS LE Y (SDxLE) F1; MACHOS 
Y HEMBRAS. 
VIII.RESPUESTA ESPECIFICA EN RATAS LE Y (SDxLE)F1; MACHOS Y HEMBRAS. 
IX. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN RATAS LE Y (SDxLE)F1; MACHOS Y 
HEMBRAS. 
X. MECANISMOS PROPUESTOS PARA EXPLICAR LAS DIFERENCIAS ENTREMACHOS 
Y HEMBRAS, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA e IgM; EN RATAS. 
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DISCUSION . 

l.- CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE 

IgA, EN RATl!.S. 

Al comparar la respuesta anti DNP de anticuerpos IgA, entre ratas machos y he_!ll 

bras de las cepas Long-Evans y Sprague-Dawley, inmunizaJas con el conjugado Dr;P 4-LIS, 

se encontró lo siguiente: Los machos y las hembras Long-Lvans ¡irodujeron "esp1Jestas 

de IgA específicas, significativamente mayores qu<' l" ·~'" h" 

Dawley respectivamente. En base a esta diferencia encontrada, en la respuesta especi 

fica de IgA entre las dos cepas endogámicas de ratas utilizJd,s, se consideró que 

ésta clase de respuesta se encuentra genéticamente controlada. 

Nuetros resultados indicaron, que las ratas Long-Evans son altas respondedoras 

para el antígeno DNP-LIS; mientras que las ratas Sprague-Dawley son respondedoras i_'.1 

terrnedias. Por otro lado, cabe recordar que al comparar la respuesta de IgA anti DNP 

entre las.·.ratas controles de las cepas Long-Evans y Sprague-Dawley, no se encontra­

ron diferencias significativas. 

También se estudió el efecto del sexo, en cada cepa, en la respuesta especifica 

de anticuerpos~ hacia DNP-LIS; y se encontró que: ¡) En las ratas Sprague-Dawley, 

la respuesta específica de IgA fue significativamente mayor en las hembras que en los 

machos, pero ¡¡) En las ratas Long-Evans, no se encontraron diferencias significati 

vas entre machos y hembras en su respuesta de IgA especrfica. 

En los grupos de ratas controle~, no se .encontraron diferencias significativas 

en la respuesta de IgA anti DNP, entre las ratas Long-Evans y L;is ratas Sprague-Dawley. 

Tampoco se encontró variación significativa debida al sexo en la respuesta ce IgA 

anti DNP, de los controles Long-Evans y Sprague-Dawley. 

Existen reportes que indican que existe un control genético de los niveles de 

IgA en ratones. Nuestros resultados indican, que la respuesta específica de anticuer 

13 



pos lgA, en ratas, se encuentra genéticamente controlada; ya que al~comparar la res­

puesta anti DNP de anticuerpos clase I~ entre dos cepas de ratas endogámicas inmuni 

zadas con DNP4- LIS, encontramos diferencias significativas. 

Por otro lado, se observó que existe influencia del sexo en la respuesta de 

IgA específica, en las ratas SD inmunizadas con DNP-LIS, pero no en las LE. Es posible 

que las hembras SD produzcan respuestas de IgA hacia DNP-LIS significativamente 1"ayores 

que los machos, debido a la acción de genes de respuesta específica rle Ir.A lig:a•los al 

cromosoma X, los cuales no sufren compensación de Jusis. Aunque , no se puede descartar 

la acción de las hormonas sexuales en la respuesta de IgA. Más adelante discutiremos 

con mayor detalle este aspecto, ·del efecto del sexo en la r espuesta específica de IgA. 

Para averiguar si las ratas LE carecían Je genes de respuesta específica de 

lgA ligados al cromosoma X, hacia todos los antígenos, se decidió probar otros antÍg!_ 

nos (DNP-OVA y DNP-Cit- c) en otros grupos de ratas Long-Evans . Lo ciscusión de tales 

resultados se presenta más adelante. 

11.- CARACTER DOMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE IgA ESPECIFICA, EN RATAS. 

En base a los resultados anteriores, los cuales mostraban que la respuesta 

de lgA específica está genét~camente controlada, se decidió estudiar si la alta res­

puesta de IgA hacia DNP-LIS, encontrada en las ratas LE, se transmitía a la progenie 

como un caracter dominante sobre la respuesta intermedia presentada por las ratas SD, 

o al contrario. Para lo cual se obtmriercn híbridos, de la cruza ae hembras SD y ma­

chos LE. Los híbridos formados (SDxLE)F1 se inmunizaron con DNP
4
-LIS. En los resultados 

se pueden apreciar dos aspectos principalmente : a) Se .observó que los híbridos produ­

cían altas respuesta de lgA específicas contra DNP-LIS, como las encontradas en la c~ 

pa paterna LE (y en algunos casos aún mayores, sobre todo en las hembras).Por lo ante­

rior, nuestros resultados indican que: " La habilidad para generar altas respuestas e!!_ 

pecíficas de anticuerpos IgA, se transmite a la progenie como un caracter dominante, 

en las ratas" . {:,~ 10 137 
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Fig 10. Respuesta específica de IgA anti DNP en 
ratas LE, SO y (SOxLE)F1 inmunizadas con ONP-LIS. 
Se observa que la respuesta de las ratas LE es al 
ta, que las ratas SO tienen respuestas intermedias 
y que en los híbridos la respuesta de IgA es alta 
en los machos y en las hembras es significativa­
mente mayor. Estos resultados indican que el carac 
ter de alta respuesta específica de IgA en las ra­
tas, se transmite de manera dominante sobre el de 
respuesta intermedia. Por otra parte se observaºque 
las hembras SO y ~DxLE)F producen respuestas de 
IgA anti ONP-LIS signifitativamente mayores a las 
de los machos; pero en las ratas LE no se observan 
tales diferencias entre sexos. 
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b) Al comparar la respuesta de IgA específica, entre machos y henil ras, en 

las ratas híbridas (SDxLE)F1 inmunizadas con DNP4-LIS, se encontraron resultados sim!_ 

lares a los obtenidos en las ratas SD inmunizadas con el mismo antígeno; aunque las 

diferencias entre sexos, fueron aún más marcadas en los híbridos. Estos resultados 

que indican, que las hembras producen respuestas de IgA específicas significativa­

mente 11ayores a los machos, en las ratas híbridas F1 inmunizadas con rNP4-LIS,sugieren 

que en los híbridos tambíen actúan genes de respuesta específica de IgA ligados a X, CE_ 

mo en las ratas SD. Aunque resta explicar, cómo es que ésto ocurre, teniendo en cuenta 

que en la cepa paterna LE, no existen diferencias en la respuesta específica de IgA ~ 

cia DNP-LIS. 

1$' 



III.- CONTRCL GENETICD DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgM, EN RATAS. 

De manera similar, a los resultados de la respuesta específica de IgA, 

los resultadas de la respuesta específica de IgM en las ratas inmunizadas 

con ONP
4
-LIS indicaran que: Las machos y las hembras Lon!rf:vans produjeron 

respuestas de IgM anti ONP significativamente mayores que los machas y las 

hembl'EIS Sprague-Dawley, respectivamente. Entonces, la respuesta específica 

de IgM se encuentra controlada genéticamente en las ratas. Se ha reportada, 

que la respuesta T-dependiente de IgM se encuentra bajo control de genes­

Ir ligados al MHC, situados en la región IA; par lo tanto, nuestros resul 

tados están de acuerdo con la literatura, y es probable que el loci gené 

tico Que controla en la rata, la respuesta específica de IgM hacia Dl\P-LIS, 

también se localice en la región IA del MCH de la rata. (9,13) 

Se observó, que la respuesta de IgM anti DllP en las ratas controles, 

di fe ría significativamente entre las ratas Lang-Evans y Sprague Oa1-.ley -

(p 0.05). 

Al comparar la respuesta especír°ica de·IgM, entre machas y hembras, 

en cada cepa; se ene antró la siguiente: a) Tanta en las ratas LE coma-

en las SO, las hembras presentaron respuestas de IgM hacia DNP"i_IS sig-

nificativamente may~res a las de las machos. Tales diferencias serán 
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discutidas más adelante. 

b) Ni en las ratas LE, ni en las SO controles, s e encon t r aron diferencias 

signifi cativas debidas al sexo, en la respuesta especifica de IgM anti DNP. 

Iv.- CPflACTER DCMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE I gM ESPECIFICA, EN RATAS. 

Al determinar en los híbridos (SDxLE) F1 inmuni zados con ONP
4 

-LIS, l a 

respuesta espec~fica de IgM, observamos que tales respues tas eran s imilares 

a las encontradas en las r a t as LE; es decir eran altas respuestas cC111paradas 

,, 
con la respuesta intennedia presentada por las ratas SO . Tales resultados -

indicaron por lo tanto, cue el carácter de alta respuesta específica de IgM-

en las ratas, se tran=·ii tía de manera dooiinante sobre el de respuesta inter-

media. ( Fig. 11). 

Los estudios de inmuncgenética de la respuesta ircnune, han revelado que 

las respues tas de una variedad de animales exoeriment ales s e encuentran b"!'""" 

jo el control de 



genes Ir dominantea o codominantes¡ por lo tanto, en las ratas esudiadas en el presente, 

liuestran:otro ej~.J.o de genes Ir doainantes que regulan la respuesta específica de lgM, 
(&,&,11) 

hacia un antígeno T-dependiente de limitada complejidad estructural (DNP-Lisozima). 

También se compararon las respueatas específicas de IgM entre machos y hem-

braa, encontrandoae lo siguiente: En.,las ratas híbrí.das .. :inmunizadas con IllP-LlS, laa 

hent.ras presentaron reapuestaa de lgK anti mil', significativamente mayores a los 

machos. Pero tales respuestas no .,.traron variación debida al •exo en las ratas contr~ 

les. 

V.- RESPUESTA ESPECil"ICA DE IgC Ell RATAS LONG-EVANS Y SPltACUE DAWLEY INMUNI-

ZADAS CON DNP~-LIS. 

NO ae encontraron diferencias significativas entre laa ratas LE y SD en sus 

respuestas específicas de IgC hacia DNP-LIS, lo cual no implica que ésta respuesta 

no se encuentra bajo control genético¡ pues existen amplias evidencias que indican que 

hay varios genes dentro del coPlejo 11-2. qua controlan la habilidad para producir ant!_ 
(.!'\) 

cuerpos lgC. Nuestros resultados aimpl-te indican, que la reapueata de la clase lgC 

hacia I»IP-LIS no difiere entre las dos cepaa de ratas analizadas,; poeiblemente Sllbas 

cepas posean el aiaao gene Ir de IgG de l!aja respueata para mP-LIS. 

En la respuesta de lgG hacia lln'-LIS, no se encontraron diferencias signi-

ficativas debidas al sexo, en ninguna de las dos cepas probadas. La no influencia 

del sexo en esta clase de reapu•ta, podría i.llpllcar que no exutc genes Ir ligados 

a X que regulen la rea~ta upecífica ele lgG; y cabe señalar, que en los iuchoe ae 

encontró una tendencia no significativa (e la mayoría de los grupo• de ratas i11111Unia.! 

das utilizadas) a producir mayores respuestas eapec{f icas de lgC. 

VI.- RESPUESTA ESPECIFICA DE lgC EN HIBRIDOS (SDxLE)Fl INHIJllIZADOS Cai DNP-LlS. 

Dado que ent~e>. :tas cepas paternas, LE y SD, no 'se encontraron diferencias 

en la respuesta de Igj hacia mll'-LlS, no podemos saber cual caracter se tranaaite a los 

híbridoa de iaanera .u..inante¡ solo podemos decir, que la respuesta de loa híbridos es 

muy similar a la presentada por loa padres. ~t J2. 
¡4 ~ 
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Fig. ~espu~sta esp~ff1ca de lgG anti ONP •n ratas inounizadas con !llú'-c iS ;, .. , . . 

Fig. 12 Respuesta específica de IgG anti ONP en 
ratas LE,SD y (SDxLE)F1 inmunizadas con DNP-LIS. 
Se observa que la respoesta de las ratas LE y SO 
es baja;mi~ntras que los híbridos tienen respues 
tas foter.medias de IgG. Por otra parte, se aprecTa 
que no existe variación significativa debida al 
sexo en esta respuesta en ninguno de los grupos de 
ratas probados. 



Al estudiar el efecto del sexo en la respuesta especifica de I gG , en -

las ratas híbridas (SDxLE) F inmunizadas con ~s. se encontró que no -
1 

existe influencia del sexo en esta clase de respuesta. Estos datos concuer-

dan con los de las ratas LE y SO inmunizadas téimbi.én con DllP-LIS, que fue -

ron descritos anteriozmente en el presente trabajo. 

VII'- RESPLESTA ESPECIFICA DE lqA EN RATAS LCNrEVANS Y ( SOxLE) F
1

; 

MAD-tCE Y HEMBRAS. 

Se estudió la respuesta específica de IgA en relación al sexo, e~ 

a) Ratas Long-Evans innunizadas con Or-P-LIS, or.>-ci.t:-c y Ofl.P-(NA¡ y b) Ra-

tas híbridas ( SD><LE) F 
1 

inmunizadas con IH>-US, Dfoi>""OVA, ~i t--C y -

Dt-.P-CAT. Y en todos los casos se encontr6 que las tanbras producían respues-

tas específicas de IgA significativamente mayares a las encontradas en los 

machos . exceptuando por supuesto las ratas Lang-Evans inmunizadas con ~-

ONP-US. 

Por la tanto, nuestros resultados ind1can que la respuesta específica 

de IgA hacia algunos antígenos T-dependientes, ~les y caiplejas, y algLr"" 

nas bajo control de genes Ir, recibe influeñcia del sexo en las ratas LE,SD, 

y (SDxLE) F 
1

-



La literatura sobre la respuesta de IgA en relación al sexo, es muy 

escasa'< únicamente se ha descrito lo siguiente: 

i) Se ha reportado, que la concentración total sérica de anticuerpos 

IgA no presenta variación significativa entre hombres y mujeres. (B) Ade­

más, Nurmi T, en 1982, no encontró correlación positiva entre el número 

de crcmoscmas X presentes y la concentración sérica de IgA (41). Aunque, 

en los estudios de Butterworth ( 1967), se encontró que las mujeres t~ 

nían niveles séricos de IgA ligeramente superiores a los hombres; percr 

tales diferencias entre sexos no fueron significativas. (B) 

ii) Sobre la respuesta específica de IgA en relación al sexo, única-

mente existe el reporte de Aibender (1) 1968, el cual indica que la pobla 

ción femenina tiende a formar anticuerpos anti poliovirus tipo I de la -

clase IgA e IgG; mientra¡ oue, la masculina forma preferentemente IgG. 

Tal diferencia cualitativa encontrada no fué sin embargo, significativa. 

(1). 

iii) Los ratones con el gen xid, presentan respuestas de anticuerpos 

IgA anti eritrocitos de carnero, tanto en secreciones cerno en suero; p~ 

ro la magnitud de dichas respuestas es menor a la encontrada en ratone~ 

normales . ( 30) • 

iv) Eskola 1983 ha reportado, que las mujeres con deleción del brazo 
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corto del cromosana X, tienen defectos en la funci6n de linfocitos B; pues 

secretan muy pocas cantidades de IgA, IgG e Igll. Además, una de tales pa ~ 

cientes del (Xp) presentaba un estado de irtnunodeficiencia, con bajos nive­

les séricos de inmonoglobulinas; y con respuestas proliferativas de linfo -

citos deprimidas a: PWM, PHA y Con A. (16). 

Más adelante se describen dos posibles mecanismos, para explicar las -

mayores respuestas específicas de IgA hacia antígenos T-dependientes, pre -

sentadas en las hambres con respecto a los machos. 

VIII.- RESPL.ESTA ESPECIFICA DE IgM EN RATAS LIJ.G-EVANS Y ( SDxLE) F
1

; -

MAD-iDS Y HEMBRAS. 

Al determinar la respuesta específica de IgU, en las ratas: 

a) Long-Evans inmunizadas con 01\P-LIS, Of'S'-CNA y OllP-Cit-ci· 

b) Híbridas (SDxLE)F 1 inmunizadas con DllP-LIS; [)flf>-(NA, DNP-Cit-c y ONF'-GAT¡y 

c) Sprague--üawley inmunizadas con DNP-LIS ••• 

se encontró ~ue las hembras, en todos los casos, producían respuestas 
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de IgM anti DI-E' significativ511Elnte mayores a los machos. O sea que, esta 

respuesta hacia antígenos T-Dependientes simples {ÑIS, Cit-c y GAT) y can -

plejos (OJA), conjugados a Dtlf', recibe influencia del sexo, Probablesnente,­

la acción de genes de respuesta de anticue?1JOS IgM ligados al cromosana X, 

determine las diferencias en la respuesta de IgM hacia antígenos T depen­

dientes entre machos y hembras; en las ratas. Pues, varios autores han re­

portado la existencia de geres irmunareguladores da la respuesta de IgM li 

gados al cranosQlll!. X; par ej~lo podemos citar: 

i) Los estudios en humanos, indican-que los niveles séricos totales de 

IgM son significativam3nte mayaras en las mujeres que en los hanbres; tam-

bién ~e he observado, que existe una correlación posi t.iva entre el número : 

de cranosanas X presentes y la concentración total de IgM. Por lo anterior, 

se ha propuesto Que existen genes ligados al crr:rnosana X Que regulan la -

concen¡;_cación de IgM séri.ca. (22,41,46) 

ii+ En ratones, se ha encontrado Que la respuesta de IgM hacia varios an­

tígenos T-independientes, cano son: el polisacárido del neumococo (2) I!I, 

el ONA (38) desnaturalizado, el ácido poli-I: poli-C (50) y la polivinyl : 

pryrrolidona (PVP) (14); es significativamente mayor en las hembras Qua en 

en los machos S piensa que la respuesta de IgM contra los antígenos T in -

dependientes se encuentra controlada par genes ligados al cromosana X, por 



lo anterior¡ y además existen otras evidencias ~ue apoyan esta suposición, 

v.g. podemos mencionar que: 

a) El ratón CBA/~1 tiene una inmunodeficiencia redesiva ligada a X; tal -

defecto, ya ha sido mapeado (xid). El gen xid es el responsable de los defec-

tos inmunes encontrados en estos ratones, los cuales inclu¡en: bajos niveles 

séricos de IgM, ausencia de respuesta inmune hacia los antígenos T indepen -

dientes tipo 2 y falta de un su~conjunto de células 8 de maduración tardía. 

El gen xid podría ser un gen críptico en el ratón CBA/N¡ y el alelo funcio-

nal de este gen, seguramente además de regular la expresión de los antíge -

nos de diferencia.:ión de aparición ·.ardía, en las células 8: Byb-3, Ly~,-

Lyb-7 e IaW39, sea el responsable de los mayores niveles séricos totales de 

IgM y de las mayores respuestas de IgM hacia antígenos T independientes que 

presentan las hembras, con respecto a los machos. Pues las hembres, por la-­

presencia de un cromosoma X más cue los machos, tendrían dos alelos funcio­

nales del gen xid y los machos solo uno; claro, que esto solo puede ocurrir 

en ausencia de la compensación de dósis propuesta por M Ly07i. (25,26,47) 

b) La naturaleza del control genético de la respuesta inmune ligado al -

cromosoma X, es consistente con la regulación específica del antígeno, v.g. 

la cepa L!aA/2, tiene una respuesta inmune alta para poli (!): poli (e) y -

una respuesta inmune baja para DNA desnaturalizado y SIII; mientras c;ue la 

cepa S..L/J tiene una respuesta alta oara DNA desnaturalizado y una res~ 
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puesta inmune baja para DNA desnaturalizado y SIII; mien:ras que la cepa 

SJL/J tiene una respuesta alta para DNA desnaturalizado y una respuesta 

baja para poli (!): poli (C) y SIII Se ha descrito un sistema de aloan -

tígenos polimórficos controlado por loci genéticos en el cranosoma X, que 

se asocian a los genes de respuesta inmune li.gados a X que controlan la -

respuesta inmune hacia los antígenos T-independientes. (67) 

c) En los ratones, se ha reportado que las hembras tienen una respues­

ta primaria ( IgM) y secundaria (IgG) de mayor intensidad y duración que­

los machos, hacia varios antígenos T-dependientes como: la albúmina séri-

ca bovina (59), los glóbulos rojos (14) y la gamaglobulina humana altamerl­

te dinitrofenilada. (39) La respuesta de anticuerpos hemoaglutinantes co!"l­

tra antígenos virales y bacterianos, también es mayor en las hembras Que 

en los machos (48, 36) ( esto podría explicar el por qué las hembras pre -

sentan una menor f~Ecuencia de enfermedades infecciosas). (44) 

En base a las observaciones anteriores, se ha pos;:ulado la existencia 

de genes ligados al cromosoma X, que controlan la respuesta inmune de anti­

cuer;,os IgM a los antígenos T-~ependientes; tales genes, podrían regular -

también la respuesta hacia otros antígenos T-dependientes como el GAT (12) 

y la nucleasa del estafilococo, (43), ya que se ha reportado oue dichas 

respuestas muestran diferencias cuantitativas y cualitativas no asociadas-

al complejo mayor de histocanpatibilidad. 
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Es probable, que los mismos loci ligados a X que regulan la concentración 

de IgM influyan sobre la respuesta específica de IgM, hacia los antígenos 

T-dependientes y T-independientes¡ aunque por lo pronto a,.Jn fal -ca investiga-· 

ci6n al respecto. 

Más adelante, se discuten los mecanismos pro;:iuestos para explicar por qué 

las hembras en el presente trabajo presentaron respuestas de IgM específicas 

significativamente mayo!'Bs que los machos, contra la serie de sntígenos T 

dependientes conjugados a Dtlf' utilizados. 

IX- RESPl.ESTA ESPECIFICA Of IgG EN RATAS L(t,l(l-EVAN3 Y ( SDxLE) F
1 

Y HEMBR:P,S. 

MAD-lffi 

En las ratas: a) Long-Evans irvnunizadas con DN.'-LIS, DNP-OJA y Dt-P-Ci t-c; 

b) Híbridas ( SDxLE) F1 inmunizadas con DNP-LIS, DNP-OJA, DNP-GAT; y e) 

Spragu~Dawley inmunizadas con DM='-1..IS, se encontró· que la ·respuesca especí­

fica de anticuerpos IgG no recibía influencia del sexo, ya que no se encon -

traron diferencias significativas entre machos y hembras en dichas respuestas. 

Por lo anterior nuestros resultados indican, que en las ratss, la respues-
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ta específica de IgG hacia los antígenos T dependientes simples y comple-

jos probados, no .. uestra variaciones significativas entre machos y hembras; 

aunque en varios grupos de ratas, se observó que los machos tendían a pro-

ducir respuestas de IgG mayores que las hembras, pero tal variación sólo -

fué significativa en uno de los dos grupos de ratas Long-Evans inmunizadas 

con ONP-LIS. 

Las evidencias experimentales referentes a la respuesta de IgG e n rela -

ci6n al sexo, indican lo siguiente: 

a}Existe controversia sobre la influencia del sexo en los niveles séri-

cos totales de anticuerpos IgG, pues hay reportes que indican que no hay -

diferencias significativas entre hombres y mujeres, en cuanto a la caneen-

traci6n total de IgG; ( 8,22,46) y por el contrario, Nurmi encontró una~ 

correlación positiva de éstos niveles con el número de cromosomas X preserr 

tes. (41) 

b) Hay datos que indican que la respuesta secundaria ( 75) y ter -

ciaria de las hembras hacia antígenos T dependientes complejos como BSA Y-

eritrocitos, determinada por Farr y hemoaglutinaci6n respectivamente, es -

mayor a la de los machos. (59,14) 

De lo anterior, se puede apreciar que no se puede concluir con cer-

teza si existe o no, efecto del sexo en la respuesta específica de IgG, ni-

si tal comportamiento de la respuesta es igual en todas las especies con 



sistema inmune desarrollado y para todo ant:ige:?!o. ltlestros resultados 

sin embargo indican, que en las ratas utilizadas no hay efecto del 

sexo en la respuesta especifica de IgG hacia los antigenos T depen 

dientes; y son contrarios a los resultados obtenidos en trabajos rea­

lizados en ratones. Aunque cabe mencionar, que el método de ELISA 

usado en el presente trabajo, es más sensible y específico que los 

métodos utilizéodos en ratones para cuantif='car lg3. 



X."""'MECANISMCE PRCFLESTOS PARA EXPLICAR LAS DIFERENCIAS ENTRE MACHOS Y 

HEMBRAS, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA e IgM; EN RATllS. 

Para explicar porqué las respuestas especificas de anticuerpos IgA e 

IgM fueron significativamente mayores en las hembras que en los m3chos; en 

los grupos de ratas Long- Evans, Sprague-Oawley y ( SDxLE) F1, irrnunizados 

con los ya citados antígenos T-dependientes conjugados a OllP, se proponen-

los siguientes mecanismos: 

a) Las diferencies entre machos y hembras en sus respuestas inmunes -

específicas de IgA e égM, pueden deberse a la acción de genes de respuesta 

de IgA e IgM respectivamente, ligados al cranosana X. Pues, las hembras -

por la presencia de dos cranoscrnas X tendrian una doble dósis de éstos ge­

nes irrnunoreguladores, en relación a los machos, y por lo tanto formarí~n­

respuestas de IgA e IgM específicas mayores que los machos. 

Para que la suposición anterior sea válida, debemos asunir que la hi­

pótesis alternativa de LY[X\J es correcta; es decir, que existen loci en el-

crcrnosc:ma X inactivo de las hembras que no sufren canpensación de ct6sis y­

que los genes que regulan la respuesta de IgA e IgM hacia los antígenos T-

dependientes, en la rata, se localizan en alguna de éstas áreas sin inacti-

vación. (33,37,40) 

b) El siguiente modelo, se apoya en l~s evidencias obtenidas de los -

trabajos realizados con ratones CBA/N, que presentan el gen xid ( X chro -
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mosome linked inmunodeficiency gene)). Como ya se mencionó, los ratones 

con el gen xid carecen de un subconjunto de cédulas B de maduración tar 

día en el cual se expresa el antígeno IaW39. El aloantígeno IaW39 es 

codifio~d:i pnr la subregión I-A del c~lejo genético l+-2; y su expre 

sión es controlada por un gene localizado en el cranosana X. Por otro -

lado, la respuesta contra insulina en ratál H-2 depende de la expresiórr 

de IaW39 en los macr6fagos (M~ ). Se ha prq:iuesto que la maduración fun 

cional y la ad quisición de los antígenos Ia por los macrófagos preserr 

tadores de antígeno, se encuentra bajo la inf"luenc:ia de genes ligados a­

x. Si ésta última suposición es correcta, y la hipótesis alternativa de­

Lyon también; entonces podemos explicarnos por qué la respuesta específi 

ca de IgA e lgM hacia los antígenos T dependientes, de las ratas hembras 

de este trabajo, fué mayor a la de los machos. Pues, por la acción de 

genes como el alelo funcional del gen xid, localizadas en el cromosoma X 

de las hembras, éstas tendrían una mayor expresión de antí~enos la en la 

superficie de sus macr6f agos; y por lo tanto sus respuestas específicas 

de lgA e IgM serían mayores que en los ni.a.chas. 

Otras evidencias que apoyan este moctelo, san los reportes que indi -

can que los macrófagos de las hembras tienen mayar actividad fagocítica­

y::mayor eficiencia en la presentación del antígeno que los macrófagos de 

los machos. (54, 55, 63). 
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Este modelo que propone la existencia de genes que regulan la cxpre-

sión de antígenos Ia en la membrana del macr6f ago localizados en el ero -

moscrna X, no explica por que'no se encontraron diferencias significativas 

también, en la respuesta de IgG específica entre machos y hembras. Aunque 

podríamos apoyar nuestros resultados, en la observación de Diana Popp que 

dice que los niveles de IgG en el ratón son controlados independientemen­

te de la regulación de IgA e IgM; y que éstas dos últimas inmunoglobuli -

nas son reggladas por un mismo loci genético. Claro, que no hay que olvi­

dar que en el presente trabajo determinamos respuestas específicas de irr­

munoglobulinas; y no niveles totales de lgs. ( Tcrnado de 9) 

Los dos modelos anteriores son genéticos, pero también las hormonas 

sexuales asteroides podrían influir en la respuesta específica de IgA e 

IgM; pues existe gran número de evidencias que indican Que las diferen 

cias existentes en~re machos y hembras en su sistema inmune, están deter-

minadas por sus diferencias hormonales. 

Claro que tampoco se puede descartar la posib~lidad de que ambos me­

canismos; hormonales y gérléticos ligados al crcrnoscrna X, actúan sobre el-

sistema inmune y son los responsables de las diferencias encontradas en el 

presente trabajo en la respuesta específica de lgA e IgM entre ratas machos 
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y hembras. 

A continuación se citan las evidencias que apoyan la acción de las 

hormonas en sistema irrnune: 

c) Se ha reportado, que las hormonas femeninas al contrario de las 

masculinas incrementan las respuestas inmunes específicas: humoral, ac-

tividad de cédulas T cooperadoras y citotóxicas y la actividad presenta 

dora del antígeno de los macrófagos. 

Las hormonas masculinas suprimen la producción de anticuerpos; ade-

más los machos castrados presentan respuestas irrnunes especificas colllJa-

rables a las de las hembras hacia antígenos T independientes y T deperr -, 

dientes. Las hormonas masculinas, también inhiben la producción de autcr-

anticuerpos. (14,21,53) 

En base a estas evidencias, podemos explicarnos por qué las hembras 

produjeron respuestas IgA e IgM especificas significativamente mayores -

que losomachos, hacia una serie de antígenos T dependientes. 

d) Por otro lado, se ha reportado que la testosterona inhibe la 

produccion de IL 2 en céc.ulas cde bazo. La IL2 es un factor que podría 

contribuir a la respuesta innune aunentada presentada por las hembras -

con respecto a los machos). 

+-
Para producir IL2 los linfocitos T Lyt-1 2 , deben interactuar 

con macróf3gos que expresen el antígeno Ia o con el medidor IL 1. 
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Entonces, si los genes ligados a X aumentan la expresión de los antígenos la en 
la superficie de los macrófagos; podemos suponer que como resultado de un aume!!. 
to en la producrión de ll-2 las hembras generen mayores respuestas inmunes esp~ 
cíficas. (63) 

Otro mecanismo para explicar las mayores respuestas de IgA específicas en_ 
centradas en las hembras respecto a los machos, es el siguiente: 

e) Las hormonas femeninas como estrógenos y progesterona, producen un 
aumento en la expresión de antígenos la en las células epiteliales(31). Ls anti 
genos la en éstas células pueden influir en la maduración preferencial de linfQ 
citos B productores de anticuerpos lgA. por lo que las hembras como resultado de 
una mayor expresión de antígenos Ia sobre las células epiteliales, tendran un 
mayor número de células productoras de anticuerpos IgA y consecuentemente mayo_ 
res títulos de anticuerpos de esta clase. este mecanismo, permite explicar por 
qué no hay diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos lgG entre 
machos y hembras, ya que ésta respuesta no se encuentra relacionada con la pr€­
sencia de células epiteliales que expresan antígenos la. 



CONCLUSIONES . 

Los resultados presntados en éste estudio, aportan mayores bases a favor de 
la hipótesis que sugiere que las diferencias en cuanto a longevidad y susceptibilidad 
a enfennedades infecciosas, existentes ent~e machos y hembras, se deben principalmente 
a que el sistema inmune de las hembras es superior al de los machos; a causa de una dQ. 
ble dosis de genes inmunoreguladores ligados a X, en relación a los machos y por las 
diferencias honnonales existentes entre machos y hembras. 

En resúmen nuestros resultados indicaron lo siguiente: 

1) La respuesta específica de anticuerpos IgA en las ratas se encuentra 
genéticamente controlada; y el caracter de alta respuesta se transmite a la progenie 
de manera dcrninante, sobre el caracter de respuesta intermedia. 

2) La respuesta específica de IgM mostró diferencias entre las dos cepas de 
ratas endogámicas utilizadas y por lo tanto nuestros datos dan mayor apoyo a los re­
portes que indican que ésta tespuesta se encuentra genéticamente controlada. Se corrob.Q_ 
ró también que el caracter de alta respuesta se transmite dominantemente sobre el de 
respuesta intennedia. 

3) La respuesta específica de IgG hacia DNP-LIS, no mos~ró diferencias sig_ 
nificativas entre las ratas Long-Evans y Sprague-Dawley. 

RESPECTO AL EFECTO DEL SEXO EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA,tlgM e IgG se 
encontró que: 

4) La respuesta específica de IgA hacia varios antfgenos T dependientes fue 
significativamente mayor en las ratas hembras que en los machos, (Exceptuaneo la re~ 

puesta a DNP-LIS de las ratas Long-Evans). 
5) En todos los grupos de ratas utilizados, la respuesta específica de IgM 

hacia los antígenos T dependientes conjugados a DNP fue significativamente mayor en las 
hembras que en los machos. 

6) La respuesta específica de IgG no mostró influencia del sexo en las ratas 
illllunizadas con los antígenos T dependientes conjugados a DNP utilizados: OVA, LIS, Cit-c 

y GAT ; aunque en un grupo de ratas LE i1111unizadas con CllP4-LIS tal res¡:x.¡esta fue 
::..;í-.~ficativa,':"'1ente mdyor en :os machos. 



Se proponen mecanismos genéticos y/o hormonales para explicar la variac1on de­
bida al sexo de las respuestas específicas de anticuerpos IgA e IgM. Pero cabe 
mencionar. que las bases para explicar este fenómeno, son aún inciertas; debi­
do a que el estudio del sistema inmune en relación al sexo, ha sido poco abor­
dado. Por lo cual, para ampliar el presente proyecto, se sugiere : 

A) Determinar los niveles totales de anticuerpos IgA, IgG e IgM en ratas 
normales; para corroborar si en las ratas. éstas respuestas se comportan de ma­
nera similar a lo observado en humanos. Es decir, que solo los niveles séricos 
de IgM son influenciados por el cromos()lla X; y que no existe diferencia signifj_ 
cativa entre sexos. en cuanto a los niveles de IgA e IgG.De ser así. entonces 
podríamos pensar que existen genes ligados a '.(que regulan las respuestas esp~ 
cíficas de IgA , pero no influyen en los niveles séricos totales de IgA. 

B) Sería interesante también determinar la respuesta de IgA, IgM e IgG ha­
cia antígenos T-dependientes, en ratas tratadas con hormonas sexuales y castra­
das. de ambos sexos. De esta manera ampliaríamos el estudio de la influencia de 
las hormonas sobre el sistema inmune, observando de que modo influyen los dife­
rentes tipos de hormonas sexuales esteroides en la respuesta inmune específica 
de cada clase de inmunoglobulina. 

C) Son muchos los estudios posteriores al presente que se pueden proponer, 
aunque yo dé únicamente tres sugerencias. El tercer ·proyecto que propongo, es el 
de estudiar la respuesta específica de las diferentes clasees de inmunoglobulinas 
en otras especies animales; incluyendo aves y reptiles. 

FIN 
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