UNIVERSIOAD_NACIONAL AUTONOMA DE MEXIGO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

CARRERA DOFE BIOLOG!A

"VARIACION DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE
ANTICUERPOS IgA e IgM DEBIDA AL SEXO, -

EN RATAS".

r & § | 9
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I O L o G 0

P R E S E N T A
LETICIA MORENO FIERROS.

LOS REYES IZTACALA ESTADO DE MEXICO.- 1966.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A MI HIJA STEPHANIE

A MI MAMA

A MIS AMIGAS
MARISOL, AMGELICA Y AUREA

A ELLAS EN ESPECIAL Y A LA MUJER EN GENERAL, CON
LA ESPERANZA DE QUE ALGUN DIA NUESTRA SUPERIORIDAD
BI0LOGICA LOGRE ACABAR CON EL-CONCEPT()_ DE INFERIORIDAD
QUE LA SOCIEDAD NOS HA IMPUESTO.

ra



CON MUCHO CARINO:

A MI PAPA

A MI ESPOSO MIGUEL

Y A MIS HERMANOS
ARMANDO Y PACO.




AGRADECIMIENTOS :

A MI GRAN ASESOR Y DIRECTOR DE
TESIS, DR. RAFAEL CAMPOS R. QUIEN ME
BRINDO SU TIEMPO, SU APOYO Y AMPLIOS
CONOCIMIENTOS, PARA LA REALIZACION
DE LA PRESENTE.

AL DR. ARMANDO ISIBASI A.

AL DR. JESUS KUMATE R.

Y A TODOS LOS COMPAREROS DEL LABORATORIO DE LA DI
VISION DE INMUNOQUIMICA DEL CENTRO MEDICO NACIONAL DEL
1.M.5.5. QUE ME BRINDARON SU AYUDA.



RESUMEN

En base a reportes que muestran que 1as hembras son mids resistentes que
los machos a varias enfermedades infecciosas, se iniciaron estudios para tra
tar de explicar la superioridad bioldgica de las hembras.Endichos estudios
se ha encontrado que las hembras, respecto a Tos machos;

a) Tienen niveles de IgM sérica mds altos.

b) Presentan respuestas inmunes totales contra antigenos t-dependientes y res
puestas de IgM contra antigenos t-independientes sianificativamente mayores; y
¢) Muestran una inmunidad celular superior.

Las anteriores diferencias entre sexos, sugieren que existen genes en
el cromosoma X que influyen en las respuestas inmunes, los cuales no sufren
compensacion 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 tra
bajos en los que se haya comparado respuesta inmune especifica de IgA e IgG
entre machos y hembras. Por lo tanto, con el cb;etu de ampliar este aspecto
del estudio de la respuesta inmune en relacion al sexo, se determing la va
riacion de la respuesta inmune especifica de anticuerpos IgA,IgM e IgG, en-
tre ratas machos y hembras inmunizadas con una serie de antigenos 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, indican gue en Tas
ratas:

a) Las hembras producen respuestas de IgA especificas significativamente ma
yores a las de los machos.

b) La respuesta de IgM especifica de las hembras hacia antigenos t-dependien
tes es 51gn1f1cat1vamente mayor a la de los machos; y

c) No existe variacion debida al sexoc en la respuesta de IgG espec'faca

También se estudid el control genetico de la respuesta especifica de
anticuerpos.; y encontramos que:

a) Las respuestas especificas de IgA e IgM se encuentran genéticamente contro
ladas; ya que existen diferencias significativas en dichas respuestas entre
ratas Long-Evans y Sprague-Dawley inmunizadas com DNP-LIS.

b) Al comparar las respuestas especificas de IgA e IgM hacia DNP-LIiS de las
ratas LE y SD con los hibridos (SDxLE)F, , se encontro que los caracteres de
alta s respuestas especificas de IgA e }gH se transmiten de manera dominante
a la progenie.

¢) Respecto a la respuesta especifica de Ig6 hacia DNP-LIS, no se encontraron
diferencias significativas entre ratas LE y SD; aunque dicha respuesta en los
hibridos es muy similar a la presentada por los padres.

Se proponen mecanismos genéticos y hormonales para explicar las res-
puestas especificas de IgA e IgM superiores presentadas por las hembras, res
pecto a los machos.
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ABREVIATURAS:

—Ap.= (2lulas AP, cédulas presentadoras de antipeno

—{ a—ToA ] = Suero Je conejo zntl Ig A de rata ZL:ioriido en suwero normal.

—a—IgAE] = [rlgn_l} absorbido en 1g6 de rata.

—(a —IgA3}= (a-IgAE] absorbido por 2a. vez en IglG de rata.

;-{-a-IgAa} = {a—IgAa] absorbido en gammaglobulinas de rata.

—(&~1gG) = Suero de conejo anti IgG de rata.

—(2-Tot) = Suero de conejo anti total de rata.

—H5A = Albdmina =érica bovina.

= Células B = Linfocito 8. cédula cue resnoonde a los antigenos diferencidndo
se en celulas productoras de anticuerpos.

~ Células T = Clase de linfocito derivado del timo c=naz dec responder a los an=
tigenaos T—dependientes y productos de los genes de MHC% éstas cédulas regulan
las respuestas irmunes y median tas reacciones inmunes celulsres,

—Cit—c = citocromo—c de corazén de paloma.

—Con A = Concanavalina A= substancia vegetal cue se une a residuos de azacar =

en superficies celulares y estimule le proliferaci6r de células T.

—=[ =2l Xg)= e lesidn inlerstic.ss en el LraZo corto oel cromosoma X.

NP = Domotrpfemil— un hzpteno comin.

—Dl\Pae— ASB= conjugzdo DNP—3lbcminz -érica bovina.

—WB =Cit —c= conjuga do DNP~Citocramo c i

DN, —GAT = conjugada DN ( Lglutémico 60, L=alanina 20, L—tirosina 10)

DI\Pﬂ —I5 = conjugado DNP Lisozima.

—One q

~ONP, | ~TGAL= conjugado ONP (poli (Tir,Glu) —poli—OL=Ala—poli Lis).

-ONFB = 2,4 Denitrofluorobenceno sulfonato.

_OvA= conjugado ONP- Ovoalbdming.

—€£LISA = Enzyme linked Immunosorben: Assay.

—GAT = Copolimero de L~Glutdmico: L=Alanina: L—=Tirc:ina.
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=G6FD= Glucosa 6Fosfato deshidrogenasa.

= H= Complejo mayor de histocompatibilidad.

— H2= Complejo mayor de histocompatibilidad en el raton.

—HLA  Complejo mayor de histocompatibilidad en el hombre.

=HC = hidrocortisona.

=1 = Regifin del MHC donde se localizan las genes Ir y son codificadas las mo
léculas Ia.

—la= Antigenos de histocompatibilidad [ encontrados primeramente en células B,

pero también en macréfagos, cédulas T y en la piel), codificados en la regién

I del MHC.

-I-A, I-8, 1-C, I—€, I=J = Subregiones de la regidn I del complejo H=2 del ra—
ton.

=Ig = Immunoglobulira

=IL = Interleucina.

=Ir= genes localizados en la regién I del MMC gque controlan la habilidad de =
desarrollar respuestas inmunes especificas bacia antigenos timo—dependientes.

—LH = { Keyhole Lim pet Hemocyanin), Hemocianina de lzp: 0jO de cerradura.

o, oo P P N r -
Shecymiala Ly . 2nie i o Tt | }-

=I5 = Lisozima ce hueva.

—Ly = Sistema de antigenos encontrados en células T cue distingue diferentes —
clases funcionales de células T.

=wHC— Comple jo mayor de histocompacibilidad. gran regifn de material genético
cue contiene genes Gue codifican para antigenos de histocompatibilidzd, geres
de respuesta inmune y antigenos de suwperficie de linfociros responsables del
rechazo ripido de aloinjertos.

-MLR = 0 MLC.— Reaccién o Cultivo de Linfocitos Mezclaco; respuesta prolifera-

tiva de linfocitos alogénicos cuando son cultivados juntos,
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—EKTa: = células supresoras.

_OvA = Dvoalblmina.

~PEC = Células formadoras de glacas.

=PHA = Fitohemaglutinina.— Una lectina vegetal gue aglutina célunas animales

y estimula la proliferacidn de linfocitos, en zZu mayoria T.

=PVYP= polivinilpirrolidona

—PPD = cerivado protéico purificado.

—PBS = Regulador de Salinas Fosfatos.

—PWM = Litégeno de fitolaca. ( Pokewsed Mitogen) Una substancia vegetal cu
estimula la proliferacién de linfaocitos.

=5D = ratas de la cepa endogadmica SpragueDawley x Lcrlg"Euans} F1.— Aesultad
la cruza de hembras Sprague—Dawley con un macho Long—Evans.

— SMR= Sueroc normal de rata.

— SABC= Sheep Red Blood Celss.—Gl6bulos rojos de carmero.

= §TS= Sulfatasz esteroide microsomal.

—T=Dependiente= timo—dependiente.

-TGAL= ( T,6)~A -L.—Polimero ramificado de ( t—tirosina: L—Glutémico) soly
d, L—Alanipa: poli-t—Llisina.

=Thy—=Sistema de antigenos de células T.

=X = Cromosoma X.

=xid= Inmuno.eficiencia ligada a X.

—xs- Brzzo corto del cromosoma X.

—XL = brazo lurgo del cromosoma X.
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PROLOGC

Se sabe gque existen marcadas diferencias cuantitativas y cualitativas en
la respuesta de anticuerpos de diferentes individuos de especies diferentes y
oe la misma especie, Se ha observado que la gran variacidn en la respuesta -
inmune individual de los animales contra antigenos especificos; se puede deber

a miltiples factores, entre los cuales podemos incluir: las propiedades fisico

cuimicas del antigeno, la cantidad de antigeno administrado, la ‘3 de inmuni
zzcidn, el empleo de adyuvantes, y la edad y salud del receptor. Ademas, cdn -
z~ 21 =220 del empleo de un antigeno Gnico; y controlando zl miximo las varia
bles anteriores, la respuesta de inmune de diferentes animales puede variar, =
debido a la expresifn de diferentes determinantes antigénicos en la misma molé

(18)

cula. Se piensa cue las variaciones en el aspecto cualizativo de la res

puesta inmune humoral, descansan solamente sobre bases genética.; mientras gue

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

(64)

como ambientzles. Existen datos experimentales de una serie de locigenéti

cos Gue pueden limitar o modificar 1la fuerza y el cardcter de la respuesta in
munitaria, a toda una gama de antigenps sinteticos y naturales. Aguellos genes
de las respuestss inmunitarias 2asociados con el complejo mayor de hitocompati

. o (13)
bilicdad ( MCH) han sido investigados,

pera se sabe de otros loci genéticos
{12] “ue limitan o modifican grandemente la fuerzs y el cardcter de la respues

ta inmunitaria; algunos de éstos loci se locealizan en el cromosoma X, pues se
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cuenta con evidencias tanto directas como indirectas gue indican gue la res
puesta inmune varia debido al sexo; y en base a ellas se ha postulado la
existencl: de genes activos ligados &l cromosoms X, los cuales regulan por
un lado los niveles de las diferentes clases de immunoglobulinas y por otro
lado, la respuesta inmure especifica de cada clase de anticuerpo. (2,12,16
29,39,44,47). A continuacidn citaré algunas evidencias que apoyan lo ante

rior y justifican la realizaci6n del presente trabajo.



ANTECEDENTES

Es bien sabido, que en la poblacifn humana la longevidad de las mujeres
supera 2 la de los hombres, a pesar de que el indice de natalidad de estos
Gltimos, es mayor al de las mujeres. La mayor supervivencia mostrada por la
poblacién femenina, sugiere Gue, las hembras Joseen algin mecanismo o condi -
cién —diferente a los machos— el cual les permite expresar dicha ventaja o —
superioridad biolégica. 35,44, 6S.

Existen reportes cue indican que la susceptibilidad a enfermedades hacte—
rianas y virales; es mayor en los hombres que en las mujeres. (3,11,49,62).
Se sabe también, gque las inmunodeficiencias (46) ligadas al sexo son més fre
cuentes en los hombres; y que por el contrario, las enfermedades autoinmunes
(4) atacan preferentemente a las mujeres. (18,44)

En base a estas evidencias, se ha pensado gue el sistema irnmune de las
hembras es superior al de los machos; y que par ello la supervivencia de las
hembras es superior a la de los machos, sin embargo, para tratar de ex-plicar
el por cué de esta diferencia entre sexos, -e han cugerido otras dos hipbte
sis: La primera dice cue la dispariedad en cuanto a longevidad en los sexos,

se debe a :ue los ambientes en cue se desenvuelve cada sexo, son diferentesi

de lo cual resulta, Gue los hambres estén mayormente expuestos a los agentes

infecciosos Gue las mujeres. La segunda hipotesis (14) postula gue las dife
rencias horbenales, son las responsables de las diferenci:s en la superviven

cia, observadas de un sexD a otro; sin embargo, S ha encontrado Gue la res

1



“puent: inmune de las hembras supera a la de los machos, desde el nacimientos
g sea, antes de gue existan diferencias hormonales marcadas entre ambos sexos.
En el presente trabajo =& dz mayor spoyo 2 lss bases inmunogenéticas pa
ra explicar este fenémeno. De acuerdo con esta hipdtesis, se sugiere que las
hembras son superiores a los machos en su sistema inmune (44), y esta diferen
cia, posiblemente sea el resultado de la accion de genes localizados en el
cromosoma X, cuya funcién se asocia al sistema irnmune (44]. Aungue, ésto ocu
rriria solo suponiendo Que, estos genes se encontraran activos en ambos cromo
samas X de las hembras, es decir gue no sufren compensacién de dbsis, tal co
mo lo est=blece Mary Lyon en su hipdtesis ( 23,33,37) Y asi, la presencia de
un cromosoma X mas en las hembras oue en los machos, determinara gue éstas
tengan ventajas en su sistema inmune; lo cual les proporciona a su vez, ven

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

El sistema inmune provee resistencia contra un amplio espectro de infecciones.
La operacidn y mantenimiento del sistema inmune requiere la diferenciacidn, interaccidn
v regulacidn de miilltiples tipos celulares. La capacidad de generar respucstas inmunes
humorales y celulares especificas se encuentra bajo control genético; los productos de
los genes de respuesta inmune se expresan funcionalmente las células que participan
en la regulacidn de las respuestas inmunes: macrdfagos, células T cooperadoras y T- su
presoras. (5,9,10

Las actividades independientes de muchos genes y sus productos se requieren para
el desarrollo y mantenimiento de un sistema inmune funcionmal. Cualquier gen que modifica
una funcién immune puede ser clasificado como un gen de respuesta inmbune , Es diffcil
estimar el nimero de genes Ir o de loci gque estdn involucrados en el control de la res-
puesta inmune, especialmente porque algunos de &stos genes podrfan ser no polimérficoes.
Sin embargo, para asegurar que las especies mantienen el potencial para resistir el mas
amplio espectro de agentes infecciosos, es esencial que exista polimorfismo en algunos
genes Ir dentro de la poblaciﬁn.al.ls)

Biozzi y col. han analizado la regulacidn genética de la respuesta inmune en rato
nes, por medio de la cria selectiva de lIneas con altas y bajas respuestas de anticuerpos.
Asi, utilizando eritrocitos heterdlogos como antigeno selector , &stos investigadores i
dentificaron aproximadamente 10 loci Ir polimdrficos idependientes. Estos loci controlan
la respuesta a muchos antigenos no relacionados con el antfgeno usado para la cria se-
lectiva. Entonces la mayoria de &stos genes Ir no son especificos para el antigeno.
Aungue la cria selectiva ha probado ser una técnica de mucho valor para la enumeracidn
de genes Ir no especificos para ¢l antigeno, la identificacifn y anilisis de genes Ir es
pecificos para el antigeno, ha requerido de un enfoque diferente. El estudio de los genes
Ir especificos para el antigeno, comenzd con el descubrimiento de que la habilidad para
responder hacia antigenos seleccionados estaba controlada por genes autosomales que
eran heredados en una simple manera &ndeﬁamk;’."» “:“)

Los tres tipos de antfgenos mds usados para la identificacifm de genes Ir antigeno-
especificos son los siguientes: a)polipéptidecs sinté@ticos con heterogeneidad estructu
ral limitada; b) Aloantigenos que difieren ligeramente en sus contrapartes autilogas;

y c) Antigenos complejos multideterminantes, administrados en dosis limitadas, en con
diciones donde solo los determinantes mis immunogénicos son reconocidos.Entonces, el
descubrimiento de genes Ir especificos para el antigeno dependid de experimentos en los
cuales, el sistema inmune fue presentado con un reto de heterogeneidad y especicidad
altamente testringidas.tﬁlg

La seleccidn de tales inmundgenos, tendid a limitar las posibles interacciones es

pecificas entre antigenos y las clonas de células inmunocompetentes. Esta aproximacién,
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re.elaco Lue las respuesias de una variecac de animales experimentales se
encueéntran bajo el control de genes Ir dominantes o codominantes.(12)

Mc Devitt y col., analizando el control genético de la respuesta inmune en
el ratén, hacia=(T, G)—-A-L, notaron que éste gen Ir estaba ligado a los genes
del complejo mayor de histocompatibilidad, H-2. Posteriommente estos autores =
demostraron gue los genes Ir ligados a H, mapeaban en una nueva regidn del com

plejo 42, de la regidn I.

El MHC codifica para los antigenos del complejo mayor de histocompatibpi—

bilidad, que determinan el rechazo de los tejidos y para los antigenos cue se
expresan en macrifages, céfulas B y cé€lulas T gue son responsables del reco —
nocimiento de la irnmunogenicidad.

Los genes Ir ligados al MHC, que son responsables del reconocimiento de =
antigenos especificos como inmunbégenos; permitiendo asf{ la formacién de respues

tas inmunes ( gue se caracterizan por irmunidad celular y sintesis de anticuer _
pc: sontrz determinzntes de lao ;—.r.:l;e.‘..’:.‘.-}, ze hun verificado en: rawones, pe —
rro, caballos, monos rhesus y humanos. 9,13,17,64.

En la rata, también se ha demostrado la presencia de genes de respuesta =

: 17 .
inmune ligados al MHC. Los alros respondedores producen anticuerpos con —
i ; ; 2

constantes de afinidad mayores en comparacifn con los bajos respondadoras.
La rata ha sido poco utilizada para el estudio de los genes Ir, debido a Gue
el MHC de ésta, es poco conocido y a gue existe poca disponibilidad de cepas

recombinantes. Kunz y col. han establecido Gue el MHC de la rata (RTI) es muy
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parecido al del ratén. ( Tomado de 9).

Se piensa, que los genes Ir ligados al MHC son los principales genes Ir
antigeno-especificos; aungque, hay evidencias de la existencia de otros loci—
genéticos cue también influyen en la capacidad de producir respuestas inmunes,
(ver pagina siguiente). (43)

Las respuestas inmunes que estén reguladas por genes Ir licados 3 H, re—
Guieren de la presencia de linfocitos derivados del timo. No se ha abservado
control por genes ligados s H, de respuestas timo independientes. (3,9)

Los genes Ir controlan la respuesta irnmune hacia antigenos simples y com
plejos, y posiblemente cada gene Ir controla la respuesta hacia un solo de —
terminante antigénico de la molécula antigénica con miltiples determinantes.
(s,18)

Se piensa gue el macréfago juega un papel fundamental en seleccionar, —
dentro de un antigeno complejo, la porcifn que seré reconocida por las célu
las T y B. Este proceso de seleccifn, podria ser la funciin de los genes de
respuesta inmune cue operan a nivel de la célula presentadora del antigeno.
Los antigenos Ia, como productos de los genes Ir, tendrian sitios de unidn
capaces de fijar determinadas secuencias primarias, reconocidas por cédulas
T con especificidad para los antigenos Ia, mds secuencias de aminoicidos —
cortas del antigeno. ( més adelante se describe con mds detalle la funcién

de los genes Ir). (3,9,47)



Tipos de control genético de la respuesta inmune.

La respuesta inmmune estd regulada genéticamente a dos niveles prirm
;;p&les,[q] El control especifico estd asegurado por genes de respuestz=—
inmune especifica ( Ir), expresados fenotipicamente en immunicitos y ope
randa a nivel del reconocimiento del antigeno. [56)

La accibn de cada gen Ir estd limitada especificamente a el control
de uno o pocos epitopes. Estos genes se encuentran frecuentemente liga —
dos con el locus H-2 0 con los marcadores alotipo de Inmunoglobinas. Sin
embargo, también hay estudios que indicen &) control por genes no liga —
dos a H2, b] interazcién de dos genes ligados a H=2, c] participacitn de
genes no ligados a H—2 en una respuesta controlada por genes Ir ligados
a 2, d¢) control por genes ligados 2l zlotipo de la cadena pesada, e)
control por genes ligados a X, y f) control multigénico, particularmente
evidente con antigenos complejos. (17,43)

(2) La regulaci6n gereral de las respuestas inmunes opera a través
de un grupo de loci, Gue controlan la sintesis cuantitativa de anticuer
pos hacia muchos inmunbfgenos comple jos no relaciconados.

Por el momento la hipdtesis més =ceptada, postula Gue éstos genes
son expresados fenotfpicamente en macréfagos y también en linfocitos;
ellos contrclan el procesamiento del antigeno y consecuentemente regulan

el efecto inmunogénico del antigeno, en la velocidad de multiplicacién

y diferenciacién de linfocitos B. (56)
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CONTROL POR GENES Ir DE LA RESPUESTA DE CADA CLASE DE
INMUNOGLOBULINA.

Las cepas de ratones podrian diferir en las magnitudes de sus respuestas de
anticuerpos hacia un antigeno dado, a causpa de un defecto selectivo en la habilidad
para producir anticuerpos especificos de una clase particular de inmunoglobulina.

Desde luego, este es el caso en algunos sistemas en los cuales, los genes Ir
pueden controlar la produccidn de ciertas clases de inmunoglcbulinas.

Asi. varios grupos han mostrado que genes dentro del complejo H-Z pueden con

5

trolar la habilidad para producir anticuerpos [3G. Por ejemplo, Kelh v -~ol. lerostra

ron que los ratones altos y bajos respondedores, podian generar respuestas de IgM es
pecificas para el antigeno X, pero que solo los ratones altos respondedores producian
respuestas de anticuerpos IgG. La observacion de que la respuesta primaria de IgM, la
cual es timo indepeudiente,'es de igual magnitud tanto en el alto respondedor, como

en el bajo respondedor; sugirid que €sta respuesta no se encuentra bajo el control

de genes Ir ligados a MCH. Sin embargo, la respuesta T-dependiente de IgM, si se ene
cuentra bajo el control de genes Ir, ligados al MCH, que se sitlian en la regidn Iaﬁzi‘; )

El control de genes Ir de otras clases de inmunoglobulinas, tales como IgE
ha sidé también bien documentadof})

Por lo que respecta a la respuesta de anticuverpos de la clase IgA en el suvero
y en las secreciones, se sabe muy poco acerca de su regulacidn; aunque, se ha estable-
cido la participacidn de c&lulas T cooperadoras y T supresoras. Por lo tanto se pien
sa que la respuesta de IgA tambifn se encuentra bajo el contvol de genes de respuesta
inmne.tg)

Diana M.Popp., estudiando el control genético de los niveles de IghA en el ra
ton, encontrd que los niveles absolutos y relativos de IgA diferlan entre dos lineas.
Ademds, sus resultados sugieren que la regulacidn de los niveles séricos de IgA se en
cuentra genéticamente controlada , y qué-los niveles de IgM estdn controlados por el
10 Ing,e 1gG
temente de la regulacidn de IgA e IgM . (Yomddo 3._9)

mismo o un gen ligado. Los niveles de IgG son controlados independien

2a

i
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EXPRESION DE GENES Ix

Existen dos modelos para explicar la funcidn de los genes Ir, cada uno se en-
cuentra basado en evidencias de varios laboratorios realizadas en varios sistemas expe
rimentales.cs)

i) Fl primer modelo postula que los genes Ir controlan a las moléculas Ia en ma
crdofagos y células B. Estas moléculas tienmen la habilidad de interactuar con antigenos
T dependientes, de tal manera que se forma un complejo Ta-antigeno, el cual es capaz Je
activar dnicamente a las cflulas T cooperadoras o de hipersensibilidad retardada zon
especificidad para la sedal de disparo que involucra a ambos componentes.

De acuerdo con esta hipdtesis, un macr@fago que por:e une w2'ls.la 70 orap
de interactuar apropiadamente con el antigenc nominal ¥ , y que per lo tanto es inca-
paz de presentar una sefal inmunogénica a los linfocitos T; serd un macrdfago no respon
dedor para tal antigeno.

La inyeccidn del antigeno X en un animal con tales macréfagus defectuosos, fa-
vorecerd la estimulacidn de células T supresoras.

Este modelo 'macréfago-gen Ir'", implica que los productos de los genes lr v las
moléculas Ia son idénticas y no se encuentran distribuidas clonalmente en los macridfagos.

Seglin este modelo, los los mismos productos especificos de los genes Ir son ex
presados en las células B y en los macrofagos. Entonces, las restricciones de las célu
las T-B controladas por el H-2 observadas para las respuestas secundarias podrian ser
explicadas en base a la restriccifn impuesta en las c€lulas T de memoria por la estimu
lacidn inicial "Ia-antigeno" mediada por el macréfago durante las respuestas primarias.
Tal modelo para la interaccidn T-B regulada por la repién I provee una explicacidn para
la observacidn de que las células T dirigidas al antigeno de (respondedorX no responde
dor}Fl . solo cooperan con cé&lulas B dirigsidas que poseen ¢l wen Ir "respondedor" . En
tonces podemos trazar un paralelo completo para €stas restricciones regpuladas por gzenes
IR, de la siguiente manera: de macv&fago-c&lulas T y de células T-células B "made de 5.

El concepto de que las cElulas T reconocen un compleio anticenc-la en la mem-
branas de las c€lulas B implica que la molécula Ta en las células B podria ser un impor
tante sitio "blanco" para la activacifn de las células B.Gﬁj)

ii) El sewundr modelo pira la funcidn de los genes Ir postula que los genes Ir
sOn exprosados primariamente en las cBlulas T ; v sen afectados con la produccidn de fac
tores especificos cooperalores v supresores, los cuales llevan determinantes codificadoes
por loci en la subregidn I-A e I-J, respectivamente. (5)

También hay evidencias que apoyan la existencia de &stos factores. En cepas se
leccionadas ée han identificado defectos especificos del antIgeno que invelucran la au
sencia de éstos factores, se ha mostrado que &stos defectos se encuentran controlados

por genes de la repidn I. ésfisj 2 ¢



Es diffcil adaptar ambos modelos de la funcidn de los genes Ir en uno solo que
abarque teoria basada @inicamente, en un solo tipo de producto de genes Ir y funcidn.

Por lo tanto se piensa que ambos modelos son correctos, y reflejan el control
por la regidn I, de las respuestas inmunec especificas,por dos mecanismos distintos, in
volucrando dos clases separadas de mol€culas producidas por la regidn Ia.tnﬂ““&ﬂlﬂ 5 947)

En base a lo anterios, uno podria esperar encontrar que las especificidades la
en las células B y macréfagos deberian de ser diferentes de aquellas expresadas por los
factores de las células T supresoras y cooperadoras, y que genes distintos codifican pa

ra déstos dos conjuntos de productos genéticos de la regidn I.
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N
MOLECULAS Xa Y SU PAPEL EN LA FUNCION DE LOS GEMES Ir.

Se ha mostrado que los genes de respuesta inmune especifica (Ir) localizados en la
regidn I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de los mamiferos juegan un pa
pel principal en las respuestas inmunes timo dependientes. Sin embargo, el mecanismo de
expresidn de la funcidn de los genes Ir permanece aiin como un drea de intensa investiga
cidn y de gran especulacidn. A través de los afios, surgid una atractiva hipStesis que
sugiere que los determinantes antigénicos involucrados en la estimulacidn de las clonas
de células T cooperadoras dirigidas, de hipersensibilidad retardada y proliferativas,
son un complejo de fragmentos de antigenc en asociacibn con aloantigenos glicoproteini
cos- Las moléculas asociadas a la respuesta inmune (Ia). Este complejo funcional de an
tigeno y moléculas Ia es exhibido apropiadamente a las células T por células presenta
doras de antigeno de origen variable, incluyendo aquellas de la linea de fagocitos mo-
nonucleares (Mo). Hasta la fecha, la informacidn que sugiere que las moléculas Ia se e

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

cial; la prueba de tal enlace requeriri experimentos que demuestren la actual asociacidn

fisicoquimica del antigeno con Ia.
Los trabajos previos con antigemos proteinicos definidos tales como la insulina
han contribuido mucho a la comprensidn actual del mecanismo y naturaleza de la funcidn

de los genes Ir en el reconocimiento del antigeno.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 seleccidn de determi

nante expresado por el Mo presentador de antigeno-Ia positivo y mapea en las subregiones

K® ylo I—ﬁb del complejo de genes H-2.
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INDUCCION Y TERMINACION DE LA RESPUESTA INMUNE.

La respuesta inmune es extremadamente compleja ya que involucra un niimero de inter-
acciones cruciales entre al menos cuatro tipos principales de' células diversas:
macrofagos, células T cooperaduras, células T supresoras y linfocitus 8; cada una
de @stas c@lulas interactiia, "reconoce", al antigeno por medio de moléculas recep
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 res
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 macrdfagos procesan el antigeno, pue
gen estimular la indyccidn de células T cooperadoras, pueden secretar factores mo
duladores que influencian linfocitos. Las c&lulas T cooperadoras ayudan a las
células B y a otras células T. E1 subconjunto de células T involucradas en la sen
sibilidad retardada y en la inmunidad microbial a su turno influyen en la funeibn
del macrdfago. Las células T supresoras controlan la respuesta inmune secretando
factores especificos y no especificos. Finalmente, las células B responden de ma
nera positiva o negativa dependiendo de la estructura del antigeno y de otras cé-
lulas reguladoras. (5.“,2‘ »‘2).

Aunque se ha avanzado bastante ta comprensidn de la induccidn inmune, no ha
sido posible aiin explicar, la secuencia correcta de eventos que procede desde el
momento que el antigeno entra a um nddulo linfatico hasta el momento que el Glei
mo linfocito es activado y la respuesta termina. El niimero de interacciones poten
ciales, la facilidad conque una respuesta influencia otra hace muy diffcil definir
una secuencia completa de eventos.Pero a pesar de todas estas dificultades, cier
tos fendmenos se distinguen claramente y son considerados pasos cruciales en cual

quier respuesta:
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A) Induccifén de la respuesta inmune.-
1) La captacifn del antigeno por macrdfagos es crucial para la respuesta a

antigenos T dependientes. La presentacidn del antigeno por el macrdfago es esencial
para la induccidn linfocitos T cooperadores a través de un paso controlado por el MCH.

2) Las respuestas inmunes con clonales, involucran células T y B con recep—
tores uni-especificos.

3) Las respuestas inmunes involucran interacciocnes celulares de "llave" con=
troladas por el MCH.

4) Pueden inducirse respuestas positivas y negativas en los linfocitos T de
pendiendo de la activacidn de c&lulas T cooperadoras o supresoras. La induccidn de
células T cooperadoras es influenciada criticamente por centidades y formas de antige
no las cuales interactiian con macréfagos. La induccidn de c€lulas T supresoras po—
dria en sumo grado depender de la interaccidn con molfculas de antigeno las cuales
no inveolucran ﬁn paso controlado por el MCH,

5) La respuesta de células B es afectada por el estado de maduracién de la
cé€lula B, la estructura y cantidades del antigeno y por la presencia de células T
cooperadoras. Claramente la respuesta de la célula B es un proceso de seleccifn del
antigeno que madura con el tiempo, e involucra receptores de afinidades variablea.

B) Finalmente, lo que causa la terminacidn de la respuesta inmune es un conjun
to de factores que han sido analizados y discutidos extensivamente, a continuacidn
se describen los que se consideran de importancia:

1) La eliminacidn del antigeno. La duracifn del antigeno en una forma inmuno
génica en los macrbfagos es relativamente muy corta. Una vez que el antigeno desapa
rece del compartimiento inmunogénice 1la respuesta disminuye.

2) La presencia de anticuerpo. Las mol&culas de anticuerpo pueden unir el an
tigeno disponible deteniendo su interaccidn eficiente con los linfocitos.Se piensa
que fisioldgicamente, los anticuerpos .juegan un papel homeostatico en el corte de la
respuesta.

3)El surgimiento de las c&lulas T supresoras. Hay evidencias de estimulacidn
por retroalimentacidn de c&lulas T supresoras especificas en respuestas inmunes hacia
antigenos T dependientes convencionales., Estas células T gupresoras son eslinnludag
por el surgimiento de células T cooperadoras Lyl+ y ayudan a terminar la respuesta.

4) La respuesta anti idiotipo. Hay evidencias en favor de la existencia de
una respuesta de anticuerpos hacia los idiotipos expresados en las células B v T.
Esta respuesta anti idiotipo podria también servir para terminar la estimulacidn de

las clonas que llevan idiotipos en alguna etapa de la respuesta. (Tomodo de 5“18>-
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II. Antecedentes de 1- superioridad Biol6gica de las Hembras.

"ESTUDIO DEL EFECTD DEL SEXO EN EL SISTEMA INMUNE™

Auncue es ampliamente aceptado que las hembras son més resistentes gue los
machos a las enfermedades infecciosas {1,32,36,44,49,51,52) y gue la superviven
cia de las hembras (35,44,65) es mayor a la de los machos en cualguier etapa de
la vida, los mecanismos que permitan explicar de manera convincente estos fend-
mengs adn no han sido esclarecidos.

La hipétesis mds fuertemente apoyada por 15 evidencia experimental es la -
zue sugiere que el sistema inmune de las hembras es suqerinr al de ics machos
debido a2 cue exicsten genes de respuesta inmune localizados en el cromosoma X,

los cuales, asumiendo Gue no sufren inactivacidn enuno de los cromasomas X, —

confieren a las hembras ventajas inmunes sobre los machos por la oxpresidn de
una doble dosis ce genes de respuesta inmune (41).

Par otro lado, se ha propuesto cue las ciferencias gue existen entre ma-
chos y hembras en su sistema irmune, se daben a las diferencias hormonales
cue existen entre ambos sexos. ( 21,31,4,53,63,66)

El eszudio del sistema inmune en relacidn al sexo y de la accifn de las
hormonas sexuale:z esteroides sobre el sistema inmure ha sido poco abordado.Los
estudios realizados hasta la fecha se han enfocado sobre ocho z-pec-os bisica
mente cue se describen a continuacibn, resumiéndose 10s resultados obteridos

en cada uno de ellos:



I.—~ EXISTEN NLMEHEBAS EVIDENCIAS CIRCUNSTANCIALES, QULE MLESTRAN QUE LA SUSCEP-

TIBILIDAD A LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS ES MAYOR EN MACHOS QUE EN HEMBRAS.

_ L= incigencie ce infecciones virale: es mis f1ecuente en muchos wue en
h embras. Como ejemplos podemos citar: la poliomielitis, la hepatitis B, las
infecciones respiratorias causadas por parainfluenza y por el virus sincitialy
la infeccidn a nivel de SNC nor ECHO virus, la gastroenteritis por rotavirus,
la panencefalitis esclerosante, la leuccencefalopatia multifocal progresiva,
etc. (11,44,49,62)

={os machos también presentan enfermedades bacterianas infecciosas méds -
frecuentemente cue las hembras. Como ejemplos podemos citar: las infecciones

producidas por estasfilococas, E. coli y por Haemoghilus influenzae. En rato

nes también se ha observado una mayor susceptibilidad a patdgenos hacterianos
en machos Gue en hembras. ( 3,41,48).

1I. DETERMINACLION DE LUS NIVELES oSEniduo iUimico Uk diwduiDGLOCUL Ih: .

En humenos se ha encontrado gque existe influencia del sexo en los nive

les séricos Ze IgM; pues éstos son significativamente rayores en la. hembras
Gue en los machos. Ademds en 2studios con mujeres con diferente nimero de crg
mosomas X { desde 45,X hasta 48, xmx} ¥ en hombres, =e ha reportado cue ox.:
te una correlacidn positiva entrs el nimero de cromosorzs X preserites y la

concentracibn sérica ce IgM ( 8,46,48.22). Sin embarge, ‘urmi en u tudio

similzr, reporté Jue no soto los niveles de IgM se a=z:  an al ndme “re



mosomas X sino Gue también los de IgG. Indica también, gue no existe tal aso
ciacién en cuanto a las concentraciones de IgA, IgD ni IgE. (41).

En otros estudios no se han encontrado diferencias entre ambos sexos en
cuanto a los niveles séricos de IgA ni de IgG. (8,22,46). Sin embargo, Stoop-
ha reportado gue las mujeres tienen niveles de IgG significativamente mayores
cue los hombres. (55)

III. RESPLESTA ESPECIFICA DE INMUNCGLOBLLINAS.

A) RESPLESTA ESPECIFICA TOTAL DE ANTICUERPOS.
i) En humanos.

—flowley y Mackay midiendo la respuesta total contrz flagelina de Salmone
1ls :delside, en humanos, encontraron que los titulos hemoaglutinantes tota
les eran significativamente mayores en hembras gue en machos. (a8)

—a respuesta a antfigenos de E. cecli y de Rubeola HAP, es mayor en nifas
cue en nifios, (36)

—{as concentraciones de isocanticuerpos contra antigerios A y B son signi
ficativamente maycres en hembras Gue en machos. (22).

—5e ha reportado gue existen diferencias entre ambos sexos en la respues
ta inmure al virus de la hepatitis 8. ﬁdeméﬁ, la presencia de varias enferme -
dades hepdticas crénicas relacionacas con HBV tales como la hepatitis activa
cronica, la cirrosis post necrética y el carcinoma hepatocelular primario, es

meyor en homores cue en mujeres. (32)
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ii) En animales.

~8atchelor Chapman encontraron en ratones gue las hembras tenian titu
los hemosaglutinantes mayores gue los machos contra un tumor incompatible.
Cbservando también gque la reactividad superior de las hembras no era debida
s la presencia de tejidos ovdricos, pero que la inferioridad irmunolégica
de los machos era debida, a2l menos parcialmente a la presencia de testfcu

los. (4) .
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= Los gatos machos producen menor respuesta de anticuerpos totales comntra Bru-
cella abortus que las hembras. ( Temodode 53J.

- También se ha reportado que la repuesta total de anticuerpos hacia antigenos
T- dependientes y T-independientes, es mayor en ratones hembras que en machos.(2.14)
Mas adelante se discuten con més detalle €stos datos, (ver inciso No.5).

B) RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS IgA, IgG e IgM.

i) En humanos

- La poblacidn femenina tiende a formar anticuerpos anti polio virus I de las
clases IgA e IgG;mientras que los hombres forman IgG preferentemente, aunque Eata di
ferencia cualitativa de la respuesta inmune, no fue significativa ( 1 )

- Rowlev y Mackay, reportaron que los titulos de IgG antiflagelina no diferian
entre ambos sexos, pero los titulos de IgM anti flagelina fueron significativamente
mayores en las mujeres que en los hombres (4%).

ii} En ratones.

-Terres y col. encontraron que las respuestas primaria y secundaria aontra albil
mina sérica bovina eran mayores en hembras que en machos.( 39 ),

- La respuesta de IgM en los ratoneg hacia antigenos T-dependientes y T-indepen
dientes es mayor en las hembras que en los machos.(ver inciso No.5).

- Eidinger y Garrett evaluaron las respuestas primaria (IgM) y secundaria (IgG)
hacia varios antigenos T-dependientes y T-independientes, encontrando que ambas res-
puestas eran mayores en las hembras que en los machos; y que la castracidn de los ma
chos provocaba incrementos em la respuesta inmune.(}4).

~Los estudios clinicos y en animales indican que las hormonas masculinas suprimen

la produccidn de anticuerpos; mientras que las femeninas apoyan su produccidn. (“2‘,%)
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IV.- RESPUESTA INMUNE CELULAR EN MACHOS Y HEMBRAS; y ACCION 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 um efecto
moderador en el crecimiento del timo y del tejido linfidtico; por ello se pensd que
podrian influenciar la respuesta inmune. Se ha notado hipertrofia del tejido linfoi
de, seguida de la adrenalectomfa, la orquidectomia y la ovariectomfa. Por otro la-
do se ha descrito atrofia del tejido linfoide seguida a la administracidn de esteroi
des adrenales, andrdgenos, estrdgenos y de grandes cantidades de progesterona.(""rz"w

2: ha reportade que el tamafic del timo de las hembras es mayor al de los ma-
chos (63 )y que la inyeccidn de testosterona en ratones orquidectomizados causa in
volucifn del timo (63 ). Se ha encontrado también, que los estrdgemos causan involu

cidn timica y pérdida de linfocitos pequefios de bazo y nddulos linfdticos.(4 ).

ii) CELULAS T CITOTOXICAS Y HORMONAS ESTEROLDES.

Son bien comocidos los efectos immunosupresores de los corticoesteroides, pe
ro los efectos de las hormonas sexuales esteroides sobre el sistema immune han sido
poco estudiados. Sin embargo, algunos reportes sugieren que la progesterona y los
estrogenos inhiben la immunidad celular, €sto ha side evaluado por la prolongada so
brevivencia de aloinjertos de piel en animales a los que se han administrado éstas
dos hormonas. (§6). Las hembras rechazan los aloinjertos de una manera mis rapida
y consistente que los machos; ademds la gonadectomia, la adrenalectomia y la adrena
lectomia~orquidectom{a combinada aumentan substancialmente la fuerza de rechazo de
los aloinjertos en machos, y en menor extension el rechazo de las hembra.l.(zl‘).

Después de la gonadectomia, el porcentaje le rechazo de injertos de las hembras
es mayor que el de los machos, pero la velocidad es menor. Al transplantar testiculos
a las hembras ooforectomizadas, &stas muestran un porcentaje de rechazo de los injer
tos significativamente menor al encontrado en las hembras ooforectomizadas sin trans

plante de testiculos. En contraste, los machos qrquidectomizades que recibieron l:r:m_g_5



plantes de overios, mostraron un porcentaje de rechazo que no fué significati
vamente diferente al encontrado en los machos orquidectamizados sin transplan-
tes. (21).

Se ha encontrado también, que la testosterond@ y los estrégenos producen
susceptibilidad aumentada a las infeccianes intracelulares, cuya inmunidad im-

plica inmunidad mediada por células.

iii) CELUWLAS T COOPERADORAS

Un estudio mostré cue los linfocitos de mujeres gue toman estrégenos/pro
gesterona como anticonceptivos areles, tienen respuestas mds bajas a la fito
hemoaglutinina ( PHA). También se ha reportado cue las hormonas progesterona,
estradiol y testosterona, inhiben la transformacién de linfocitos estimulados
con PHA o con PPD; y al compararse el efecto de éstas tres hormonas con el
marcado efecto inhibitorio del cortisol sobre los linfocitos estimulados con
FrA, se enconctrd que: La progesterona y el estradiol tenian efectos nhibita
rios moderados; mientrss cue la inhibicién por testosterona era baja. (66).

En un estudio en el gue se compard el potencial inmunolégico de linfaci
tos T y de células presentadoras de antigeno, en ratones machos y hembras, se
encoatrd lo siguiente: los linfocitos de ratones machos o hembras gue no pue-
den producir ni responder a testosterona ( Tfm/y= ratones con feminizacién -
testicular), fueron ms reactivos gue los linfocitos de machos, a aloantigenos,
en MR (= Reaccifn de linfocitos mezclada~ respuesta proliferativa de linfoci

tos alogénicos cultivados juntns). Se encontrb también, cue las cé&lulas de



bazo estimuladas Con A, de ratones hembra, producen mds interleucina 2 (IL 2)
gue las células de machos o hembras tratados con testosterona. Y por Gltimo, -
al probarse la capaci.dad de los linfocitos de ratones inmunizados para respon
der a antigenos selubles " in vitro" ( KLH y OVA), se encontrf cue las células
inmunocompetentes de las hembras respondian mas vigorosamente gue las células
de los machos y gue las células originadas en ratones hembras con implantes de
testosterona. (3).

iv]) MACROFAGOS EN MACHOS Y HEMBRAS.

Las células presentadoras de antigeno en el bazo de ratones hembras son
més eficientes gue las células AP de los machos para iniciar la respuesta se
cundaria en linfocitos activado.:

La castracidén de los ra.ones machos aumenta la eficiencia en la presenta
cibn del antigeno; y el tratamien#io de los ratones hembras con andrégenos la
disminuye.

En resdmen los dzatos de Weinstein sugieren que las c€lulas de las hem =

bras son superiores a las de los machos, en funciones inmunoldgicas cue estan

asociadas con: a) reacciones contra el antigeno, y b] reacciones de reconoci—
mneto

de-los-antigenos de histocompatibilidad; como son la presentacidn del antigeno
¥y MLR. Ademas la reactividad diferencial de los irmurnocites entre ratones ma

chos y hembras, depende del balance hormonal del animal; siendo los andrége

nos inhibidores y los estrégenos activadorcs. (6).
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_Existen evidencias tue muestran que la actividad fagocitica de los macr6fagos
de ratas es mayor en hembras Gue en machos (5,55)

V. i AT » 5 (REGULADCHAS.

i] Aespuesta inmune especifica hacia antigenpos T independientes.

-Se na reportado cgue en ratones la respueste de anticuerpos IgM contra an
tigenos 7 independientes como: el polisacarido del neumococo III y el &cida  —
poly—I:poly—C, es mayar en las hembras Gue en los machos. También se ha ercontra
=0 “ue 1z h:hilidad para responder 3 DNA desnaturzlizado ze encuentira reojulada
genéticamente por un geneligado al cromosoma X. (2,50,38,14).

—Zeicher et.al. han identificado un nuevo sistema de aloantigenos polimor
ficos controlado por loci en el cromosama X, usando ¢nilsueros de ratcones hibri
dos cue difieren en su cromosoma X. Estos antigeros se asocian a los genes ce
respuesta inmune gue coatrolan la respuesta inmune hacia los antf{genos timo in
Jepenolientes; y también muestran asociacion con el locus de histocompatibilidad
presente en el cromosoma X. Estos antigenos fueron principalmente detectados en
una subpoblacién de linfocitos derivados del timo. (67):

—£1 cromosoma X del ratén inmunodeficiente CBA/MN contiene un gen recesivo
llamado " xid" { X chromosome linked inmunodeficiency gen}, el cual es respon
sable de varios defectos inmunes incluyenco: bajos niveles séricos ce IgM, au-

sencia de réspuesta a los zantigenos T independientes tipo 2 y ausencia de un
subconj unto de células B de maduracibn tardia las cuales, en ratones normiles

expresan los antigenos de diferenciacibn: Lyd 7, Lyb 3, Lyb = e Iaw39.(7,25,26,47)
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—5Ge ha reportado cue el gen xid tiere un profundo efecto protector sobre -
las enfermedades autoirnmunes. Adn en la enfermedad autoirmune asociada al cromo
soma Y ( y sin relacién hormonal) de los ratones machos BXSB y ( NZBxBxSB) F ..

(32).

ii]ﬁesouesta inmune especifica hacia antigenos T— dependientes.

En los r'atunes. la respuesta de anticuerpos toteles contra anzfgencs = denen
dientes como son: los eritrocitos de carnero {14}, la gamaglobulina humana slta —
mente dinitrorenilada y la albimina séricz bovina [;9]; e5 mayor en les hembras =
gue en los machos. La respuesta a B5A de los ratomes hembras -ambién es de mayor
duracifn que la de los machos. (59)

Debido a cue la respuesta de anticuerpos primaria y secundaria de las hem —
bras a los antigenos T—dependientes es de mayor duracion e intensidad gue la de
los machos, puede pensarse gue la respuesta a otros antigenos T— dependientes
como son: el GAT (12) y la nucleasa del estafilococo puede estar asociads a ge
nes ligados al cromosoma X. Pues, en los ratones la respuesta a estos dos anti
genos muestra diferencias cuantitativas y cualitativas no asociadas al complejo

mayor de histocompatibilidad. (9).



VI.- LAS INMUNODEFICIENCIAS LICADAS AL SEXO SON MAS FRECUENTES MACHOS

-QUE EN HEMBRAS .

Existen cinco inmunodeficiencias ligadas al sexo gque atacan preferentemente a los
hombres : la hipogammaglobulinemia congénica ligada al sexo, la immunodeficiencia gra
ve combinada, la inmunodeficiencia con hiper-IgM, la immunodeficiencia con trombocito-
penia, eccema e infeccidn recurrente (sindrome de Wiskott-Aldrich), y la enfermedad gra
nulomatosa cronica. (I& m “)

Se ha reportado, que las mujeres con delecidn 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 depresidmn "in vitro" de la funcidn de c&lulas B. Las pa
cientes con (del(Xp)) generaron muy pocas céflulas formadoras de placas (PFC) inducidas
por mitdgeno de fitolaca (PWM), alin en presencia de hidrocortisona (HC) para inhibir
células supresoras sensibles a HC. Las cé&lulas B de las sujetos con del(Xp) secretaron
muy pocas cantidades de IgA, IgG e IgM. Las células B de &stos pacientes fueron incapa
cea de secretar inmunoglobulinas aiin en presencia de células T cooperadoras normales (
OKT 4 ) . La funcidn de las células OKT 4" de las pacientes con del(Xp) estaba lige
ramente reducida, mientras que la actividad de sus c&lulas OKT 8+ { supresoras) era
normal. Estos resultados apoyan la hipStesis de que la produccidn de anticuerpos se en
cuentra controlada al menos parcialmente por genes localizados en el brazo corto del

cromosoma X. (l‘:’

En ratomes también existen g ligados a X i eguladores, .los ratones CBA/N

poseen una immuncdeficiencia recesiva ligada al cromosoma X. ‘2).



VII.- LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES ATACAN PREFERENTEMENTE 4 LAS HEMBRAS.

Como ejemplos de algunas enfermedades autoinmunes que se desarrollan con mayor inci
dencia en las hembras que en los machoe- tenemos las siguientes:

La anemia hemolitica autoinmune espontidnea 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 hemolftica autoinmune adqui

rida,etc. (tﬁ .20.44) "

En un estudio realizado en ratones sg¢ demostrd que la respuesta de anticuerpos con
38,517 «5 =

tra DNA estd controlada por genes ligados a X. El modelo para lupus-erythematosus fue el
ratdn NZB (el cual muestra autoimmunidad aumentada asociada al sexo). La autoinmunidad
timocitotdxica de ocurremcia natural(NTA), ocurre aproximadamente en el 50% de la descen
dencia delas hembras de ratores NZIBxDBA; mientras que rara vez aparece en los machos. Pe
ro la castracidn de &stos ratones machos hibridos, resulta en la aparicién de NTA en a=
proximadamente el 50X de los animales. Ya que la castracidn abuele la diferencia entre
machos y hembras en los ratones hibrides NZB/DBA, se piensa que las hormonas sexuales
son las responsables de este fendmeno. Ademds, otro estudio demostrd descubrimientos se-
mejantes: La castracifn prepuberal de los ratones B/W machos acorta notablemente su so-
brevivencia; mientras que la castracidon de las hembras B/W no tiene efecto alguno so-
bre la supervivencia. Se observd tambidn que los machos castrados tenian cantidades mayo
res de anticuerpos anti DNA que los normales; v que mostraban un encedido prematuro en
la produccidn de IgG. Por otro lado se encontrd que las hormonas masculinas protegian
contra la autoinmunidad.

Estos datos indican que las hormonas sexuales influyen grandemente en la forma-
cidn espontinea de anticuerpos anti DNA v la enfermedad autoinmune en el ratdn B/W.

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

estar modulado por hormonas sexuales; estando l» supresidn faveorecida por los andrdgenos.
La enfermedad autoinmune del ratdnm NZB/W es suprimida por tratamiento con testoste-

rona o con dihidrotestosterona . En contraste los estrdgencs aceleran lu aparicidn de en

fermedades autoinmunes, que se sabe que ocurren con mayor frecuencia en hesbhras 742 en
machos. fﬂ‘!,SZ),
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VIII.- OTRAS DIFERENCIAS ENCONTRADAS ENTRE MACHOS Y HEMBRAS EN SU SISTEMA INMUNE.

i) TOLERARCIA

La no reactividad es mAs ficil de obtenerse en machos que en hembrass'?_’j;)!'temhras
tienden a desarrollar immunidad a dosis de antigeno que inducen tolerancia en machos de
la misma edad. Esto podria explicarse en base a dos observaciones: &) En la respuesta a
los antigenos T independientes es mis fdcil de obtenmer tolerancia que contra los anti
genos T-dependientes y b) la respueata de IgM contra los antigenos T-independientes se
encuentra regulada por genes ligados a X. Por lo tanto las hembras producen mayores
respuestas de IgM a los antigenos T~independientes y es mis diffcil obtener tolerancia
en ellas que en los machos.

ii) Frecuencia de cancer.

Los hombres padecen algunos cfinceres con mayor frecuencia que las hembras. Espe
cialmente linfoma y leucemia.('q*)

iii) La produccidn de Interleucina 1I1(65),.

Como ya se menciond la restostercna y los estrdgencs tiemen efectos opuestos en
el sistema immune: los estrdgenos sumentan y la testosterona disminuye la respuesta
celular y de anticuerpos alcs antigenos. Pero otro factor que podria contribuir a la
débil respuesta de los machos es ls produccidn de interleucina I1 (IL 2).

Las cé@lulas de bazo de lus machos o de las hembras tratadas con testostercna,
producen menor cantidad de IL 2 que las c#lulas tomadas de hembras normales. Para pro-
ducir IL 2 los linfocitos T-Lyt—l+2 ” deben interactuar con un macréfago Ia' , 0 con
el mediador soluble TL 1.

Aln no se saba si la reducida produccicn de IL 2 es el resultado del efecto de
la testostercna sobre los macrdfagos o sobre ambos tipos de c€lulas- linfocitos T y

macrifagos.
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11I. Insctivacidn del cromosoma A en mamiferos. Hiobtesis de Lyon.

En el humano, las células de una hembra normal, contienen un pecuefio
Zuerpo tenido oscuramente, situado Justaménte oenctro de la membrana nuclear
—éste es el llamado cuerpp de Barr o cromatin sexual; le cromatina sexuzl =
no existe en las células de machos normales, pero se ha pbservado sue en lsas

células de individuos con constituciones anormales de cromosomas sexuales,

SiEmMPre hay un Cuerpo menos de cromatina sexual cue los cromosomas Y Gue
exister oor ejemplo un macho XXY -lere un cusifo Ze s4rr, unz nemora X0 no
tiene ninguno, y una hembra XXX tiene dos. (19,40,65)
Asi después del reconocimiento del cuerpo de cromatina sexual, o cuer

oo de Barr, como un cromosoma X inactivo; Mary Lyon desarrolld la hipbtesis
del X inactivo. (33). De acuerdo con esta hipdtesis "une de los dos cromoso
mas de la hembra normal es inactivo irreversiblemente por heterocromatiniza
C.0n, airededor de siete O doce dias después de la fertilizacibn. En algunas
células es inactivado el cromosoma X materno, y en otras el paterna, pero el
mismo cromosaoma Se mantiene persistentemente inactivo en todas las cflulas
descendientes". [ 33,4[1,55]

Como apoyg 3 esta nipdtesis tenemos cue: Muchos genes limitados par X
producen el mismo efecto fenotipico, ya sea en dbsis individuzl o doble. E1
organismn generalmente controla los genes limit:zdos & X cue no estan involu

crados con la determinacidn o diferenciacion zexuzl, .ue se encuentra en unz
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C0=15 individual en machos y doble en hemboras. Asi el nivel de actividad es
igual en ambos sexos; y esto es lo gue se conoce como compensacidn de désis.
(33,65).

Se han observado genes limitados a X en humanos, Gue dan origen a mosai
cuismos funcionales, asi, parece que la compensacibn de dosis en humanos es
rutinariamente realizadz oor la supresion totzl de la accibn de uno de los=
dos alelos presentes. Ya cue la mayoria del DNA nuclear de eucariotas es
normalmente imactivo transcripcionalmente, uno podria pensar gque la compensa
cibn de dbsis en humanos es una consecuencia ce la acti.acldn de solo uno de
los alelos presente:z.

La Heterocromatizacibn previene la transcripcién:

Tanto en los efectos de posicifn de tipo V, camo en los sistemas de ele _
mentos controladores, la presencia de heterocromatina afecta la expresibn de
los genes eucromdticos adyacentes, posiblemente por la heterocromatizacibn —
esparcida dentro de los genes eurocrométicos evitando su transcripcién. Un -
ejemplo de heterocromatizaci6n, es el agrupamiento de los cuerpos de Barr, lo
cual previeme a esps genes de ser transcritos. Esta conclusifn se basa en la
observacifn de gque la incorporacibn de uridina radiocactiva al RANA en la regién
del cuerpo de Barr de fibroblastos femeninos, constituye s6lo el 18% de lu

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

perteneciente z1 cuerpo de Barr. Parece que hay igual probabilidad de inacti



var cualguiera de los X's normales | aungue los X's con deleéciorzes 58 encuen
tran preferentemente incluidos en los cuerpps de Barr). La inactivacidn no =—
ocurre en la linea germinal. Por e jemplo, uno de los dos cromosomas X' es una
ratz hembra adulta es heterocromdtico en tejidos somdticos, mientras gue nin -
gdn X es heterocromidtico en el obcito. Ha sido demostrad ., en obcitos humanos
madures, que ambos loci para la enzima G6PD son funcionales. No se sabe qué —
factor determina por gué ningdn X es heterocromatico en la linea germinal, o -
cual X serd heterocromdtico en tejidos somdticos. ( Tomado de 23)
EVIDENCIAS QUE APOYAN LA HIPOTESIS DE LYON.

Varios estudios apoyan la hipbtesis de un solo X activo.
La mula ha proporcionado una linea interesante de evidencias citoldgicas, ya
cue el cromosoma X del caballo es facilmente distinguible del cromosoma X del-
burro, en bases morfolégicas. Y asi el exdmen de cari demostrd gue el cromoso
ma X de replicacibn tadfa { inactiuu] era originario ya fuera del caballo o -
del burro en difere ntes células. (40)

Entre los estudios realizados en el hombre que confirman la hip6tesis de
Lyon estén acuellos derivados de las investigaciones sobre la GGPD { glucosa
6 fosfato deshidrugenasa] y los de la translocacifn X/X. Las mujeres hetero
cigbtas para el gen recesivo ligado a X gue produce una deficiencia en la enzi
ma G&PD, .algunas veces muestran una anemia ligera como resultado de comer habas
o de tomar medicinas antimaldricas. Cuando se extrdé 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 Gue la otra mitad no es afectada. Es posible que las
cédulas afectadas hayan procedido de cé lulas progenitoras que tenisn un cromo
sona X activo con el gene mutante para la deficiencia de GGPD. (23)

Si las células varian respecto a cuwal de los cromosomas X se convierte en
el cuerpo de cromatina sexual, se esperaria gue un@ hembra fuera un mosaico en
el cual, en algunas células se expresara un grupo de genes ligados al cromosc
ma X del padre, y en otras se expresara el otro grupo de gernes del cromosoma -
X de lz madre. El1 efecto de esta accifn de mosaico fué investigado por Mary -
Lyon en ratones. En los estudios con ratonas heterocigotas para los genes ama
rillo y negro, ligados en el cromosama X, Lyon encontrd que la capa resultaba
de un aspecto moteado, con manchas tanto de color amarillo como negro distri—
buidas de manera irregular. Parecia evidente gue un cromosoma X estaba funcio-
nando para producir el color amarillo y el otro X, el cole negro. (65) Pero las

manchas eran demasiado grandes, debido a que cada una de ellas inclufia un —
Area cue contenia muchas células. De aguf fué de donde la investigadora modi-
fich su hipbtesis postulando que: "la inactivacifn de uno de los dos cromoso =—
mas se efectlba, en ratones, unos-16 dias vespués de la concepcidn y que ura —
vBzZ Que un cromosoma X ha sido inactivo, permanece en ese estado, de tal marne--
2a ue todas las cédulas cue desciendan de la portadora con ese cramosama ten
dran el misno cromosoma X funcional". Esto explica las manchas irregulares de

color en la capa de los ratones adultos. Cada una de ellas tieme origen en —
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una cédula embridnica 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. 0~
sea que presentan un patrdn de mosaico igual al descrito en los ratones {55]

Se piensa Gue la inactivacitn de uno de los cromosomas X, €n el embrifn de
los humanos, se efectla en el decimosegundo dia de la embriogénesis, aproximada

mente en la etapa de 32 ceélulas. Algunas mujeres que son heterocigotas para la —

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

Posiblemente, en estas mujeres, muchas de las células que producen la sustancia —
VIII tienen un cromosoma 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 coagulacidn debido a Gque precisamente —

han recibido el arreqo opuesto= muchas cédulas *iepen un cromosoma X activo porta

dor del gene normal y pocas células en las cuales se expresa el gen para la hemo _
filia. (65)

La percepcién del color gor las mujer‘e_s heterocigotas para uno de los genes-
tue ocasiona ceguera para el color, da la misma indicacion. Algunas tienen defec—

tos en la percepcifn del color gue estan restringidos a ciertas &reas de la reti—

na, mientras muestran una percepcién normal para el color. (65 )

El Mosaicuismo.
El mosaicuisma fenotipico invelucra heterocromatizacion.
La heterocromatizaci6n facultativa del cromosoma X Gue resulta en la compen~—
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sacidn de dosis, puede extenderse hacia otros loci eucrométicos, los cuales
se vuelven adyacentes a €1 como resultado de la translocacibén.

En el caso de eucariotas, se especula gue la organizacibn ordenada ce los
cromosoma- » sus partes en el ndcleo, refleja un ordenamiento en la accifn ge-
nética. Un cambio en esta organizacifn podria tener consecuencias fenotipicas,
es decir podria tener un efecto e posicidn.

Se han ob!enido ratonas heterocig6ticas para una translocacidn reciproca
entre el cromosoma X y un autosoma.

CuanZo el autosors translocado lleva un alelo dominante particulsar normal,
y su homflogo no tracslocado lleva un mutante alelo recesivo, las hembras son —
trecuentemente mosaicos fenotipicos pera el gen en cuestitn. Asi, algunas par—
tes del tejido afectado, muestran el cardcter recesivo y otras partes muestran
el cardcter dominante para el gen autosomal. {23)

Aquellas porciones de las ratonas cue fallan al expresar el alelo dominarm
te, estén mostrando un efecto de posicidn en este gen, &n su posicibn transloca
da. Una explicacién para este efecto de posicién es 13 siguiente: Cuando el frag

mento X tue lleva el alelo dominante traslocado, es heterocromatizado faculta

tivam-nte, la heterocromatizacidn se extiende al fragmento autosomal unido, il
menos hasta el locus del alelo dominantz, y previene su transcripcifn. Como re =

sultado de ésto, se expresa el fenotipo recesivo. tn cedulas donde el X no trans
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FIG. La hipdtesis de la extensidn de la heterocromati
zacién facultativa para explicar el efecto de posicidn obser

vado en los ratones hembras para algunos loci autosomales trans

L1d

locados a el cromosoma X. E1 cromosoma X encerrado en el area
sombreada es heterocromatizado. Los fenotipos se refieren a
marcas autosomales indicadas.

En estos heterocigotos con translocacidn reciproca, el gen
normal es inactivado menos frecuentemente a medida que aumen-~
ta la distancia entre su locus y el punto de unidn del auto
soma al cromosoma X ; por ello como se aprecia en la figura
para los alelos 2+ v 2 m , un locus autosomal translocado muy
lejano del punto de unidn de X podria no ser inactivado.

( 1+ gen normal dominante, lm gen mutante recesivo, 2+ gen 2
normal dominante, 2m gen 2 mutante recesivo).



locado es heterocromatizado, el alele dominante puede ser transcrito.

En tales heterocigotos con traslocaci6n reciproca, el gen normal, es inac—
tivado menos frecuentemente conforme zurents 1= dietznciz entre su locuos, y el
punto de unién del autosoma al cromosoma X. Un locus auto omal traslocado muy
lejos del punto de unitn del X, podria no ser inactivado del todo. Entonces el
efecto de extensibn postulado, disminuye mientras mas lejano se encuentre el
locus autosomal de su coneccibn al X.

Otro cazo conocido, es donde dos traslocaciones reciprocas X-autosoma, te—
nian puntos de ruptura casi idénticos en el autosoma. Una traslocacifén mostraba
notas osra un marcacor 2utosOmico cerca del punto de ruptura, pero la otra tras_
locacidn no las mostraba. Ya que los puntos de ruptura, probablemente diferian
en ambos casos, la traslocacidn gue falld para mostrar el efecto de posicibn, —
podria hacer unido el segmento sutosomal a un segmento X, el cual fué incapaz =
de inactivar un locus vecino. Si fué s:i, deberf{z haber loci en el X cue debe —
rian estar normalmente =in supresifn, y no mostrarian compensacitn de dosis,
(Tomado ce 23) De hecho nay evidencias Gue indican Que existen dreas dentro del
cromosoma X "imactive" gue no sufren inactivacifng y Gue dieron lugar a la for
mulacién de la hiptesis alternativa ce Lyon.

HIPOTESIS ALTERNATIVA DE LA HIPOTESIS DE LYON
Aungue hay una gran cantidad de pruebas de cue la compensacifn de désis en

los mamiferos se logra mediante la inactivacidn al azar de uno de los cromosomas



X, esto no puede representar toda la situacibn. De ser asi, los individuos con
nimeros anormales de cromosomas X —tales camo XXY, X0 o XXX~ serian por com ~
pleto normales, puesto gue todos los cromosomas X de una célula excepto uno, =
son inactivados farmando cuerpos de cromatina. Pero debido a que las personas™
cue tiernen estas combinaciones de cromosomas no son enteramente normales, se —
ha sospechado lo siguiente:
L]

1) Que el cromosoma X extra | o faltante), provoca anormalidades durante los —
primeros 12 dias del desarrollo del embribn, antes de gue ocurra la inactiva —
cifn, o 2) De que parte, | o partes) de un cromosoma X de los humanos no son ~
inactivadas. Esta (ltima posibilidad fue€ sugerida por el descubrimiento de gue

el brazo corto del cromoscma X de los humanpos, no es heterocromatico, por ha =
berse encontrado que la pérdida de ese brazo corto, tiene consecuencias mds se—
veras cue la pérdida del braze larga. | 23,37,40,65)

Asi, pues, se debe considerar la posibilidad, de gue no sea inactivado to —
do el cromosoma X.

De lo anterior se puede apreciar que el mecanismo verdadero para la com™
pensacion de désis, en los mamiferos, todavia no se define por completo. Se han
propuesto varias teorias para explicar la-inactivacifn del cromosoma X, pero no
hay evidencia experimental cue las apoye. Estas hip6tesis se pueden clasificar —
en dos grupos: aguellas gGue involucran unibn al DNA de proteinas especificas, y

aquellas gue involucran modificaci6n del DNA.{37)
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A continuacibn, citaré algunas evidencias gue apoyan la hipbtesis alter
nativa de Lyon, o hipbtesis de Russell.
EVIDENCIAS QUE APOYAN LA HIPOTESIS ALTERNATIVA DE LYON

Se ha reportado la existencia de varios loci—ligados a X que aparentemer

te no sufren campensacitn de désis, Ciertamente los genes replicones deben ser
runcionales en todos los cromosomas X presentes.

=£n humanos los resultados obt enidos con insocromosomas X y Y han sugeri
do la hipotesis de que les genes son principaimente ipactivados en un X de una
mujer. son los del brazo lergo de X (k#j.

Los genes del brazo carto de X | xsj son aparentemente funcionales en do —
ble désis tanto en las hembras como en los machos ( YL rarece que porta alelos
de genes en XSJ. Por ejemplo, el gen del grupo sanguineo Xg, que mapea en xE',
no muestra compensacién de désis en cedulas de la sangre o de la piel. Cuando -

s s
los genes en X son hemicigtos [ en una hembra que carece de un X o0 en un ma

cho gue carece de un YL], se produce el sindrome de Turmer. La inactivacibn de
sblo parte del X podria ser uno de los varios factores responsables de las di~
ferencias fenotipicas entre XX y X0, o entre XXY y XY. (23 65,40)

={a incorporacién de uridina radiocactiva al ANA en la regifn del cuerpo
de Barr de fibroblastos femeninos, corresponde a un 18% de la cantidad incor —
parada por un volumen similar de una regitn de cromosoma X. Se ha pensado, por

ese 18% de actividad encontrado en el cuerpo de Barr, que la compensacibn de —
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dosis parece afectar un gran segmento de X, pero no el cromosoma completo.
(23).

—E1 locus ligado a X de la sulfatasa esterocide microsomal ( STS) escapa
de la inactivacidn del comosoma X en humapos. E1 locus 3TS, se encuenira en
la mitad distal del brazo corto del cromosoma X; y se encuentra ligado al =
locus Xg a una distancis genética de 10 centigramos. (37)

—Como apoyb a la hipbtesis de gue la inactivacifn de X no afects al
cromosoma X completo, también tenemos evidencia de algunes loci en X ~ue
escapan de la inactivacibn; y gue tienen funciones inmunoregulatorias. De
esta manera, las hembras con dos copias de estos genes, poseen una irmuno

campetencia superior a la de los machos.

ALGUNOS LOCI DEL CAOMOSOMA =X ™ IMACTIVO" GUE NO SLFREN IMACTIVACION AD—
TUAN SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

Como ya se menciond anteriormente, existen evidencias gue sugieren =
cue Zlgunas porciones del cromosoma X “"inpactivo", pueden no estar inacti =
vadas. Algunas de estas regiones que no sufren inactivacido, contienen ge
nes gue tienen funciones relacionadas con el sistema inmune; entre las -
cuales citaré las siguientes:

a) En un estudio, en el cual se analiz6 la funci6n de las células B8, de una

paciente con niveles séricos de inmunoglobilinas bajos y con una deleccifn
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intersticial en el brazeo corto de uno de sus cromosomas X; {(del Xp), se er—
contrad cue la falta de activacién normal de las células B, es debida a un de
fecto intrinseco de las células B; pues las células B de las pacientes con -
IgA, IgM, ni IgG del (Xp) no fueron capaces de secretar inmunoglibulinas en —
presencia de células T—ctooperadoras narmales. Estos resultados apoyan la hipé-
tesis de que la produccion de anticuerpo estd al menos parcialmente controlada
por genes lo-alizados en el brezo corto del cromosoma X, ELl locus genético gue
afecta la producciftn de Igs puede ser asignado a la region pter— p32: : pll -~
gter del cromosoma X— humano. [16)

b) E1 cromosoma X del raton CBA/N contiene el gen xid ( »x—chromosome~lim—
ked inmunodeficiency gen), el cual es responsable de varios detectos inmunes,—
incluyendo: bajos niveles séricos de IgM, ausencia de respuesta a los antige—
genos timo~independientes tipo 2, y ausencia de un subconjunto de cédulas 8 —
de maduracion tardia. Se ha demostrado gque el gen xid aminora la enfermedad —
autoinmune ce ratones congénicos NZB ( NZBx NZW) . Se ha reportado también |
que el gen xid tiere un profundo efecto protector sobre la enfermedad, anarma -
lidades inmunes y aberraciocnes celulares en las enfermedades autocinmunes asocia

das al cromosama =Y de ratones machos BXSB y ( BXSB) F‘I. (2,52)
c} La ocurrencia de cinco inmunodeficiencias recesivas ligadas a X en
humanos, demuestra que un ndmereo substancial de genes inmunoreguladores se em—

cuentran en el cromosoma X (18,44) El raton CBA/N padece de una inmunodefi -
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ciencia recesiva ligada a X, (44).

c) La ocurrencia de cinco inmunodeficiencias recesivas ligadas a X
en humanos, demuestra gque un numero substancial de genes inmunoreguladores
se encuentran en el cromosoma X (18,44). El ratén CEA/N padece de una inmuno =
deficiencia recesiva ligada a X, (44).

d) Se ha demostrado, que en ratones, la respuesta de anticuerpos al DNA,
est& controlada por un gen ligado a X. |38)

e)Los nivelés séricos totales de IgM, se encuentran relacionados con el
nutero de cromosomas X presentes en humanos, par esto cree {8,22} que existe
un gen ligado a X que regula ia concentracion de IgM.

t) Existe evicenciz oe gue en ratones, un gen ligado a X regula la res—

puesta de IgM contra antigenos timo-independientes. (<,5U,41,58)
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g) Zeicher et. al. han identiticado un nuevo sistema de aloantigenos polimobr-
ticos, controlado por loci en el cromosoma X, usando antisueros de ratones hi
bridos Zue dirieren en sSu cromosoma X. (o/)

h) Se ha reportado, gue en las placas de Peyer de ratones con inmunoderi
ciencia ligada a X {xid) existe una subpoblacion de celulas B maduras. En un
estudio reciente, se encontro que las celulas de placas de Peyer de ratones
xid immunizados por via oral con el antigeno T-dependiente SRBC, tienen res

puestas PFC de IgM, IQG: X Ing y una alta respuesta de IgA anti SRBC. En ra

tones xid inmunizados con SABC, por via aral y par inyeccion, Se han detec
tado anticuerpos IgA tanto en sueroc como en secreciones; sin embargo la megni
tud de la respuesta anti—SABC rue menor en los ratones x<id gue en los norma =
les tratados similarmente. Estos estudios, indican tambien que el tejido lin
roreticular asociado al intestino tanio de ratones xad como de los narmales,
posee poblaciones unicas de celulas T que mantienen “in vitro" respuestas en
cultivos de celulas B xid de bazo o de placas de Peyer, oue dirigen a las po
blaciones de celulas B maduras presentes a que produzcan respusstas e IgA
isotipo-especirico. De lo anteriar, podemos apreciar que en los ratones con
inmunodericiencia ligada a X (»1d), el sistema i1mmune —ocretar funciona nor

maimente. (3U)



- OBJETIVO .  1- RESUMEN DE ANTECEDENTES:

De los antecedentes mencionados a lo largo de la introduccion, podemos dis
tinguir cinco aspectos principales para resumir la informacion referente al estu
dio del sistema inmune en relacidn al sexo:

1.- Se ha determinado que existen diferencias entre machos y hembras, en
cuanto a la concentrecidon total sérica de IgM. Por otro lado, alin existe cotro-
versia sobre si existe o no influencia del sexo en los niveles séricos de Igh.
Respecto a los niveles séricos de IgA, no se han reportado variaciones significa
tivas entre ambos sexos.

2.- Se ha reportado que la respuesta immune contra antigenos timo-dependier
tes y la respuesta de IgM contra antigenos timo-independientes, es significative
mente mayor en las hembras que en los machos.

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

Se ha estudiado también la influencia de las hormonas sexuales esteroides
sobre el sistema inmune; y se ha encontrado que las hormonas femeninas apoyan
las respuestas inmunes especificas humorales (produccidn de anticuerpos) y ceiu
lares, mientras que las hormonas masculinas suprimen tales respuestas.

5.- Existen evidencias que indican que el cromosoma X de las hembras “ina:
tivo" tiene regiones que escapan de la compensacion de dosis. Algunas de éstas
regiones de X, poseen genes con funciones inmunoreguladoras que confieren venta
Jjas bioldgicas a las hembras.




2= JUSTIFICACION:

Analizando los antecedentes, encontramos que no existen reportes en los que se
haya comparado la respuesta especifica de IgA, IgM e IgG entre machos y hembras, uti
lizando como inmundgenos antigenos T-dependientes de limitada complejidad estructu-
ral conjugados a un grupo hapteno; y ademds cuantificandose la respuesta esp;cifica
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 del_sistema .inmcne en
relacidn al sexo;es decir, se estudid en especial la variacién de la respuesta inmu
ne especifica de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG entre ratas machﬁs y hem
bras, inmunizadas con conjugados DNPacarreador simples y complejos, por. medio de un
ELISA.

3-  yrpotEsIs:

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

IgA,IgM e IgG, entonces encontraremos diferencias significativas entre machos y hem

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

Con el objeto de probar la hipﬁ;esis planteada, se giguid el siguiente plan de
trabajo?

1) Primero se determind por medio de un ELISA indirecto la respuesta de antie
cuerpos IgA, IgM e IgC anti DNP, en ratas machos y hembras de las cepas endogdmicas
Sprague-Dawley y Long-Evans, inmunizadas con el conjugado DNP-acarreador DNP-Lisozi
ma. Como podri verse mds adelante, se encontrd que: a) La respuesta de IgM variaba
significativamente entre machos y hembras, en ambas cepas;b) La respuesta de IgA so
lo mostrd variacidn debida al sexo en las ratas Sprague-Dawley; y c) La repuesta de
1gG no recibia influencia del sexo. Por otro lado, también se encontrd que existian
diferencias significativas entre las ratas Long-Evans y Sprague-Dawley eéalgaggéﬁggide
ta especifica de IgA e IgM, Hacia DNP-LIS.

2)En base a &stas observaciones se decidid estudiar la variacidn de la respuesta
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inmune deblda al sexo en ratas Long—fwvanz, utiiizando otros antigenos T—depen-
dientes | ONP—Cit—c y DNP-OVA) conjugados y otro grupo de ratas LE inmunizadas
con =NP—LIS.

4) 1ambien se determind la respuesta inmune especiticz, e las clases ce
anticuerpos mencionadas, en ratas hibridas | Sprague—Dawleyxlong—Evans) FI k=
inmunizadas con DNP-LI5, para averiguar si1 la alta respuesta especitica nacia
DNP—LIS de IgA e IgM encontrada en las ratas Long—f£vans, se transmitia ce ma
nera dominante o recesiva, sobre la respuesta intermedia 3 DMP—LI% mostrac: por
la cepa Sprague—Dawley.

Y por ultimo se probaron otros antigenos T—depend:entes conjugados a ONP,
para comparar en los hibridos la respuesta especiticz de IgA, IgM e IgC em
entre machos y hembras; estos antigenos tueron: DiP-OVA, DNP Cit—c y DNP-GAT.
Tambien se utilizo DNP=TGA_ como antigeno control de los hibridos, al cual

no responge mnguna de las cepas paternas.
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Material y Métodos .

I. Puriticacion de antisueras.

La IgG oe conejo anti IgG ce rata y la IgG de conejo anti IgM de rats meno —
especificas rueron obtenidas por el Dr. Campos mediante el siguiente pmcedimief
to: | Tomado de 9)

a) E1 suero de conejo anti IgG de rata, tue obtemids por irmunizaciones con

una fraccitn de IgG de rata purificada por una columna de proteina A~ sefaroc—

sa 48. El1 suero anti IgG de rata homogéno ronoespecifico, se obtuvo absorbiendo
en una columna de Fab™ Sefarosa. La IgG se obtuvo por filtraci6n en una colum
na de proteina A sefarosa 48.

b) E1l suerc de conejo anti IgM, se obtuvo por inmunizacion con IgM de mie—
loma de rata; y doble absorcion en una columna de Fab* Setarosa, y con suera ~
normal de rata, en una relacidn 1:I100. Para obtener la IgG se absorbit el suero
anti IgM homogéneo en una columna de proteina A —Sefarosa.

c) E1 suero de corejo anti IgA de rata fue obtenmido mediante inmunizacio =
nes con IgA de mieloma de rata, por el Dr. Campos. Para obtener la IgG anti IgA
de rata moneespecifica, se procedit de la siguiente manera: Primero se absorbio
el suero anti IgA con suero normal de raca, en una relaci6n de 1:10; despues se
obtuvo la IgG por filtracion en una columna de proteina A ~ Sefarosa; posterior-

mente, esta IgG se absarbid en una columna de IgG de rate— sefarosa; después se

absorbi® en una columna de gamaglobulinas de rata— glutaraldehido; y por Gltimo
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PURIFICACION DE

IgG DE CONEJO ANTI IgA DE RATA MONOESPECIFICA.

CLAVES:

L.~ (a—IgAl) = Suero de
2.~ (a-IgA,) = (a-IgA))
3.- (a-IgAy) = (a-1gA,)

4.~ (a-IgAﬁ) (a-IgA,)

conejo anti IgA de rata adsorbido en suero normal.
adsorbido en IgG de rata.
adsorbido por 2a vez en IgG de rata.

adsorbido en gammaglobulinas de rata.

Fig "A":

1l = Suero Normal de Rata (SNR)

2 = Suero de conej
3= (a—IgAz)

4 = 1gG de conejo

5= (a—IgAB)

Fig "B" :
1 = SNR

2 = (a-Igh,) -

3= (a-Ig&,‘)
4 = (a-1IgG ) ‘
5 = (a-IgAy) i*
6 = (a-IgAy)

o anti IgA de Rata adsorbido en suero normal ( a—IgAl)

anti IgG de rata (a-1gG)




Fi_g "C"

w

Fig " Du

]

P

En los 5 pozos circulares se colocd SNR

En las ranuras horizontales se colocaron (de arriba hacia abajo)
l.- anti IgA1

2.- anti I_gA2
3.- anti 13&3
4.~ anti IgA4

-

|

AT RSN 4

Cmaedes
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Fig "E" :
-En los pozos ciculares se colocd SNR.
~-En las ranuras horizontales se colocd (de arriba hacia abajo) :
1.- Suero de conejo anti suero total de rata (a-Tot)
2.- aonti IgA,
3.- anti IgA,

4.~ anti Tga, = anti IgA de raca monoespecifica.

 w-IgA, a-TghA, «-IgA, u-Tat.




se abL.orbio en wna columns de Fab —Seti'zrosa.
-La" fracciones de IgG menoespecifica obtenidas de los sueros de conejo
anti IgA, IgM e IgG; se conjugaron a peroxidasa, | siguiendo el procedimien =

LD Qque se describe maa adelanie). Posteriormente estos conjugados enzima—anti —

globulina, se utilizan en el ELISA, para determinar concentraciones deanticuer
pos IgG, IgM e IgA anti DNP de los sueros de las ratas problema, utilizadas en
este proyecto.

d) La fraccion de gamaglobulinas anti—DNP que se uso6 para formar la curva
de anticuerpos anti DNP, utilizada en los ensayos de ELISA para determinar la-
concentracifn de anticuerpos anti—-DNP, de los sueros problema; se obtuvo absor
biendo suero de rata anti DNP, en una columna de DNP-KLH—sefarosa.

La monoespecificidad de los anticuerpos puruficados por los procedimien —
tos descritos anteriormente, se confirmé mediante doble inmunodifusidfn radial -
e inmunocelectroforesis. (10,28)

II. Inmunoadsorbentes.

Parath introdujo el uso de la sefarcsa para preparar conjugados proteicos inso —

lubies. Estas preparaciones son utiles para la purificacion de anticuerpos gue
se unen especificamente al conjugado antigenc—sefarosa. Por otra parte los anti
cuerpos también pueden conjugarse a la sefarosa, y el absorbente obtenido puede
utilizarse para la separacion del antigeno respectivo.

=Preparacion de columnas inmunoahsorbentes.

A] Acoplamiento de proteinas a sefarogsa.
La CH-Sepharosa 48 y la AH—Sepharosa 48, son sefargsas con un brazo espa-

Ciador de 6 carbonos al cual se une &l ligando, facilitando la union con la

|



proteipa por absorler. Los ligandos se unen mediante carbodimioga, a travé:s de
enlace peptidico o amida.

La CHSefarosa 4B tiene grupos carpoxilo libres y la AH -erarosa 48, tiene
grupos amino libres. E1 brazo espaciador es importante para ligandos peSueros —

con mil:iples subunidades, y pars proteins= ge muy alto peso molecular. (9
P o] L

— Preparacion de Inmunocabsarbentes de proteina acoplada @ Sefarosa 48:
1. Un gramo de polvo de AH-Sefarosa 4B activada se hincha en NaCI 0.5 M, tfor—
mando dml de gel.
2. E1 gel hinchado se lava con 200ml/gr de NaCI 0.5 M.
3. Después se lava el gel con agua destilada pH 4.5 (SOml/gr).
4, Para unir los ligandos se utiliza Carbodimida, {1 etil—3—dimetilaminopropil
carbodimida) EDC; O ciclo hextil—U—(2-morfil—inoetil) carbodimida.

—£1 EDC se disuwelve en solucitn de acoplamiento, agua destilada pH 4.5.
La concentracion debe ser 10~100 veces mas alta gque la de los grupos espaciado™
res; 6 =10 umoles,;ml de gel hinchado de AH-Serarosa 48, y 10-000 umoles/ml de
gel hinchado de CH-Sefarosa 4B.

En general se usan 10mg de EDC por mililitro de gel hinchado.
4. EIL acoplamiento se lleva a cabo pH acido (agua = -(...5_]; pero hay que ajus
tar el pH con NaOH .1M una hora después del acoplamiento, a pH de 4.5.6.
6. E1 ligando ( 4mg de proteina) se disuelve en agua cH 4.5 ( 1 ml).
7. Ze dejz azeniar el cel de zeraroszs ls.sls oy 28 Elomine el LoLrencsdante de
agua pH 4.5.

B. Se mezcla en 1 ml de agua pH 4.5 la proteina, con los 10 mg. de carbodimi
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ta coOn una pipeta Pasteur, y se anade inmediatamente al gel de sefarosa.

<. Se dzja la mezcla durante la noche en agitacion lenta.

10. Se bloguean los grupos libres de la setarosa; se utiliza acido acédico
.1m para la AH-Sefarosa=d8, y glucosamina 6 etanolanimo, para la CH-Setarosa
—48.

11. Se lava el inmunoabsorbente con solucion de acoplamiento, hasta gue el
sobrenadante de una lentura de absorbancia a 280mm de 0.0.

12. e empaca el gel en una jeringa de 1lUml, & la cual 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 se almacena a 4°C con —

PBC con azida de sodio.

B) Insolubilizacion de proteinas con Glutaraldehido y su uso como —
inmunoadsorbentes. (9)
£l uszo de inmunoabsornetes ha resuelto £l problema Gue se presenta frecuen
temente, cuando se recuiere purificar antigenos o anticuerpos, que se encuen
tran mezclados con otros componentes. Una forma de prepararlos cuando el anti
geno es de constitucion proteica, es insolubilizandolo con glutaraldehido.
La proteina mezclada con glutaraldehido, .EE'- un gel gque es soluble en NalOH ==
iM, en ague, en urea, en Dodecilsultato de sadio, y en HC' 2 N.

L2 proporcion de glutaraldehido—proteina que se utiliza para el gel es 10mg—

100mg. Como puede apreciarse este tipo de inmunoadsorbente requiere de una —
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cantidad de groteins mucho mayor a la reduerida para la repacaclon e nmunosa

sorbentes de setarosa.
=Procedimiento:

1.-Material.— Aojo de Fenol, Regulador Glicina—HC!', PBS, Regulador ie rostatos,
Glutaraldehido al 2.5% en H20 [ 1 mli.)
¢.—pisolver BUU mg. de proteina en lb ml de regulador de Fostatos pk/.
3. Agregar gota a gota 2.0 ml de solucion de glutaraiden!do agitando.
4. Refrigerar durante toda la noche para lograr la geliticacion completa.
57  Agregar Regulador de tr:Tatos y fraccionar el gel con ayuda de un homogeni-
zador Potter | de ajuste suave)
6. Centritugar a 3000 rpm durante 1S min. y leer D.0. a 280 mm.
7.- Aepetir los pasos 4 y 5.
8. Suspender la proteina insoluble en 80 ml de Regulador glicina HC' pH £.8.
9. Centrifugar a 3000 rpm 15 min y determinar la D.0 del :zoorermadante a <8U rm.
Repetir los pasos 7 y 8 hasta gque la 0.0 del sobrenadante sea igual a cero.

10. Suspender la proteina insoluble en 80 ml de PBS. Dejar sedimentar 3U mi

nutos. Eliminar el sobrenadante para quitar particulas pequeras. Repetir es

te paso.

11. Preparar la columna. Empacar la prote:na insolubilizada en una jeringa con

pelo de angel.
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12, Guardar 12 columna s 4°C con PBS con Azida de: sodio.
III. Puriricacion de antisueros por cromatografia de atinidad, utilizando
columnas 1mmunoadsorbentes. (Y9)

A continuacitn se describe el manejo de las columnas inmunoadsorbentes,
utilizadas para purificar antisueros moncespecificos. En general, se sigue el
mismo procedimiento para usar las columnas de cel=2s inmurnoabsoroertes de sefa
rosa—proteina, y de glutaraldehido-proteina.

Procedimienta:
1. La columna del gel inmunoabsorbente se lava con PBS; se utiliza un volu—
men 5 veces mayor Gue el volumen del gel.
Z.— Se pasa el suero Gue se desea purificar ( aprox. 4 ml) a traves de la co
lumna dos veces; se cierra la valvula de la caolumna, y se deja el suero en —
contacto con el gel, por un espacio de 3U min.
3. Se colecta el suero absorbido, se lava la calumna con PBS hasta que la at—
sorbancia a 280 nm de las tracciones colectadas sea de U.0 |cero).
4. bSe pasa bufrer Glicina—HCI pH 2.8, (0.2M) a través de la columna; para
eluir las rracciones fr1jadas al irnmunocabsorbente.
Se colectan tracciones de lml aproximadan;ente, en tubos con trizma base |es-
conveniente checar el pH de las tracciones para evitar la precipitacion de

inmunoglobulin@s) para neutralizar el pH acido del regulador glicina~HC:,

Se continua eluyendo hasta gue la Abs 28U nm de las fracciones sea igual a

6%



BUFFER PARA ELUCION

"PUFiFICACION DE !NMUNOGLOBULINAS
MONC..SPECIFICAS UTILIZANDO CO_
LUMNAS DE GELES INMUNOADSORBEN
TES "ARA CROMATOGRAFIA DE AFIL
N1PaD, " -

GEL DE SEFAROSA 4B ACOPLADA
A PROTEINA A.




CEero.
5. Por ultimo se lava con PBs la columna, y s& guarda a 4“C con PBs con szids
de sodio.
E5. Ye seleccionan las fracciones mas concentradas; tanto las absorbidaz: —
" no tijadas", como las eluidas con glicina—HCI " ti jadas", ; =2 orebs su
inmunoespecificidad por medio de doble inmunoditusion radial, la especifici-
dad de las tracciones se debe comparar con la del suero antes de ahscrberse.
Las tracciones cuya concentracion de proteima fue muy baja, y no dieron ban
da de immunoprecipitacion de las placas de OQuchterlony, se concentraron fil
trandolas en un Amicon, utilizando una membrana XM100, a una presibn de ni-—
trogéno de 2 1ibra5/cmz.
7. Las fracciones absorbidas se congelan para utilizarse posteriormente, pe
ro las fracciones eluidas con Flicina-HCl se dializan contra PBS, y después
ze congelan.
IV. Inmunoditrusion en geles de agarosa.

Durante el proceso de gelacion del agar se torma una estructura micelar,
las moléculas con un peso molecular por debajo de 2UUUUU pueden pasar con -
relativa libertad a través de las micelas; pero las de mayor tamario, coma las
de fibrinfgeno, a—2-macroglobulina, e IgM-globulina, son retardadas por la
friccién entre la superficie de las moléculas proteinicas y los canales de

las micelas.



Los inmunoprecipitados formados entre antigenos y anticuerpos durante
la fase de inmunodifusién, son generalmente de un tamafio molecular mayor
de 200 000 y no pueden difundir més alld o ser lavados del gel una vez gue
—se han formado Por otro lado, los antfigenos y anticuerpos sin resccionar,
si tienen un peso molecular més abajo de 200 000, pueden ser facilmente lava
dos. Estas son las bases para la identificacidn de los inmunoprecipitados
con tinciones para proteinas tanto en inmunodifusién como en inmunoelectrofo
résis. { 10,28)

A. Ouchterlony— DobleinmunodTfusién.

Este método involucra el usc de placas de agar con orificios para el -
antigeno y el anticuerpo. Los dos reaccionantes difunden en el gel, en don
de se farman los inmunoprecipitados en los puntos de equivalencia para cada
par de antigenc—anticuerpo. Cada precipitado actia como una barrera inmuné
especifica para el par respectivo de reaccionantes y previere su difusién -

de otros reaccionantes.

Se pueden emplear cajaés de Petri o portacbjetos para hacer las placas
de agar; los arificios de aplicacién esté;.situadns ya sea alrededor de un
orificio central, en triangulos o cuadrangulos, @ a lo largo de un canal -

central. Este método es ampliamente usado para el examen de composici6n

antigiénica de muestras desconocidas, para la evaluacién de la relacion
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antigiénica entre diferentes antigenos, proteinicos, o como en el caso del pre
sante trabajo; se aplict para determinar la inmunoespecificidad de los anticuer
pos purificados. E1 método también se usa en la evaluacifn semicuantitativa del
titulo de uno de los reaccionantes comparado con concentraciones conocidas en
los otros orificios.
Procedimiento:
Los geles se prepararon utilizando agarosa al 1.2 (p/v). El gel fué mezclado en
MaCl al 0.85% (p/v), y disuelto por bafo de agua en ebullicibn. E1 agar comple -
tamente fundido se vacia en porta objetos, desengrasados previamente con alcohol.
Se colocan con ayuda de una pipeta, aproximadamente 2 ml de agar liguido para
cubrir uniformemente cada laminilla. Después de que se ha endurecido el gel, se
almacenan las placas a 4°C en una cémara himeda hasta ser utilizadas.
El patréon de cartado para la inmunodifusion o inmunoelectrofarésis se rea-
1lizd con la ayuda de moldes y sacabocados.
Las soluciones de antigenos y de anticuerpos problema, se colocan en los -
orificios cortados utilizando capilares.
Después de colocadas las muestras se guardan las placas 24 hrs. a 4°C en
una camara himeda para que se realice la inmunodifusién.
Después de transcurridas 24 horas, se observan las placas para ver si han

aparecido bandas de precipitado. (10)



=Tincidn de las placas:
1, =, Las placas son colocadas en Nall 3.85% para lavar el exceso de proteinas
Gue no formaron bandas de precipitado.
2. Hepetir el paso 1 tres veces.
34 Se levan las placas con agua destilada, y después se seca; colocéndaolas o

papel filtro. Se pueden secar a temperatura arbiente o & 40°C.

4. Se despega el papel filtro de las placals de agar seco humedeciéndolas con

agua destilada.

5. Para tefir las placas, se sumergen durante 10 minutos en colorante azul de
Comassie—&cido acético.

6. Por Gltimo se enjuagan las placas terfidas, con decolorante alcohol—acido —
acético.

B. Inmuncelectroforésis,

Consiste de una combinacidn de electroforésis y de wuna inmunodifusifn re—
dizl en geles. Estd 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 Gue ocurren en
un medio liquido, con la ventaja de gue la difusién libre durante y después
de la electroforésis es disminuida. Los constituyentes de una mezcla, son nues
definidss por su movilidad electroforética y par su especificidad antigénica
en varias zonas. 5e hace un camal 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 doble difusidn se lleva a cabo; el antisuero difunde en el gel, y los anti
genos difunden radialmente en todas direcciones desde las zonas electroforéti
cas. Los antigenos encuentran finalmente 2 los anticuerpos, y se farman pre -
cipitados en los puntos de equivalencia; el nidmero de precipitados formados,
corresponde al nimero de antigenos independientes presentes.
La ventaja de la inmunoelectroforésis sobre la inmunodifusi6n, es que las
mezclas complejas de antigenos pueden ser separadas por el poder adicional de

resolucifn obtenido a través del paso electroforétice. (10,28)

Procedimiento:

1. Para preparar los geles de agarosa para immunoelectroforésis, se utilizb
agarosa al 1.2 en amortiguador de Barbital (0.05 M) pH B.4.

2. El patrén de corte se hace como se describe en la figura ( ).

Las ldminas de vidrio, se marcan con ayuda de un lipiz diamante, se desengra
san y se cub ren con 10 ml de agarosa fundida.

3. Las camaras de anodo y céto;do se llenan con amortiguador de Barbital.

4. Con papel filtro humedecido en amortiguadar y colocado en ambos extremos-
de la lam nilla, se conecta la solucibn amoriguadora tanto en el &nodo coma
en el cdtodo, con la superficie del agar.

5. La electroforésis se lleva a cabo por 30 min con una fuerza de 20 V/cm.
6. El secado y tincifn de éstas placas se lleva a cahbo del-misrnu modo que

ze cescribibd para las placas de Ouchterlony.



V.- ANIMALES .

Se utilizaron grupos de 6 a 12 ratas, de 3 meses de edad, de cada sexo; para
cada antigeno utilizado.

Se utilizaron ratas de las cepas endogamicas Long-Evans ( H-1%, Ag-Bz ) ¥y
Sprajue-Dawley ( H»lb, Ag-Bﬁ )3 asi como los hibridos ( Sprague-Dawley x Long-Evans)
£ F1 - resultado de la cruza de hembras Sprague-Dawley con un macho Long-Evans.

Primero se trabajé con ratas Long-Evans y Sprague-Dawley, machos y hembras, las
cuales se inmunizaron con el conjugado DNP-LISGZIMA. Se comparé la respuesta especi
fica de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG anti el grupo hapteno DNP; entre
ambas cepas y entre machos y hembras de cada cepa.

Posteriormente, Se utilizaron ratas hibridas (SIJxLE)F1 inmunizadas también con
DNP-LIS. Comparandose la respuesta de &stos con 1a encontrada en las cepas pater-
nas ; y comparando también la respuesta entre machos y hembras.

Simultaneamente, se inmunizaron también ratas hibridas (S[JxLEjF1 con los conju
gados DNP-acarreador: DNP-TGAL, DNP-GAT, DNP-LISOZIMA, DNP-OVOALBUMINA y DNP-CITQ
CROMO-c.

Y por Gltimo se trabajo con ratas Long-Evans inmunizadas con los conjugados:
DNP-QVA, DNP-Cit-c y nuevamente DNP-LIS.

Las proteinas y polipéptidos utilizados para la preparacion de los conjugados
DNP-acarreador fueron:

Ovoa Ibimina P
Alblmina sérica bovina 67 000
Lisozima 17 000 .
Citocromo-c de corazdn de paloma 13 000

Copolimero de L-Glutdmico: L-Alanina:

L-Tirosina, 60: 30 : 10 = (GAT) 107 000
Polimero ramificado de (L-tirosina:

L-Glutamico) poli D,L- Alanina: poli-

L-Lisina. = (T,G)- A--L . 240 000
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Fig.F. Diferentes tipos de ratas utilizados en
este trabajo. Arriba a la derecha se ogser‘va una
rata de la cepa Long-Evans (H-1", Ag-B7); a la
izquierda vemos unabrata dg ia cepa endogamica
Sprague-Dawley (H-1", Ag-B~); y abajo se aprecia
una rata hibrida (SDxLE)F, - resultado de la cru-
za entre un macho LE y va}ias hembras SOD.
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VI. ANTIGENOS: CONJUGADOS HAPTENO-ACARREADOR.

Se ha observado que mientras m3s complejo es el anéigeno, se encuentran involucrados
mas genes en la regulacidn de la respuesta irmune. La complejidad antigénica puede sim
plificarse por la administracidn de dosis limitadas de antigenos {en cuyo casv sdlo les
determinantes antigénicos mis fuertes son reconocides), o por la conjugacitn de la prutel
na con grupos hapténicos tales como el 2,4-dinitrofenil (DNP).

El uso de proteinas a las cuales se unen pequefos grupos quimicos (haptenos), fue in
troducido por Landsteiner et.al. . Estos autores usaron un nimero de aminodcidos aromiticos
acoplados a pH alcalino a cadenas laterales de tirosina, histidina o lisina, de moléculas
de protina inmunogénicas por medio de enlaces diazo. Las moléculas de proteina se¢ dencmi
naron acarreadores. (Fomado de D).

Por medioc de la conjugacidn de grupes guimicos conocides a molliculas de protelua,
fue posible el estudio de la respuesta immune dirigida a grupos quimicos bien definidos.

La inmunizacién con conjugados hapteno-proteina resulta en la produccidn de una po-
blacidn heterogénea de molculas de anticuerpo ; se producen dos conjuntos mayores de an
ticuerpo: 1) Aquellos especificos para el hapteno y 2) Aquellos especificos para la prote
ina; y en algunas circunstancias se produce un conjunto menor de anticuerpos dirigido a L a
regidn de enlace entre la proteina acarreadora v el hapteno.

La reaccidn del conjugado hapteno acarreador en términos celulares, es un ejemplo
de la colaboracidn de cé&lulas B v T. En la mayoria de los casos, los haptenos son les do
terminantes reconocidos por las células B (bajo condiciones uxperimentales de ensayo);
mientras que el acarreador posee determinantes adiciomales reconocides por las células T,
¥ son en gran parte responsables de la inmunogenicidad selectiva de los antigenos Timo-
dependientes. s
Conjugados D¥P-acarreader: Las proteinas dinitrofeniladas se han usado como autigenos

para estudiar muchos aspectos de la respuesta inmune. Cuando el grado de conjugacién del

hapteno es baie, los anticuerpos son dirigides contra los determinautes antigénicos, tanto



del hapteno, como del acarreador. Por el contrario, las proteinas altamente dinitrofenila
das forman Gnicamente anticuerpos anti DNP. Las proteinas altamente dinitrofeniladas son

procesadas por los macrdfagos de diferente manera a las poco dinitrofeniladas.

PROTEINA 2-4 DINITROFLUOROBERCEND |

.

CHi"NH‘ '\_ / N09\<}

NO,
CONJUGADD T - 4 DINITROFEMIL- PROTEINA

PREPARACION DE_CONJUGAPOS HAPTFNO- ACAPREADOR.
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VI. ANTIGENQCS
Se utilizaron como antigenos conjugados de DNP—acarreador:

DNP—ovoalbimina, DNP-lisozima, DNP=GAT y ONP—[T,G)—A—L. También se prepard
ONP—Alblmina sérica bovina, el cual se utilizd en el ELISA para recubrir las
placas. Los conjugados fueron preparados utilizande 2,4—dinitrobenzeno sul-
- . &0 o A ; . 18

fonato ( Eastman Kodak) { L—glutdmico , L—alamina , L—tirosina ) y ovoal
bdmina, Citocromo—c de paloma, lisozima, GAT, { T,G)-AL , Alodmina sérica

bovira; (SIGMA). (poli Tir,Glu)-poli-Dl-Ala—poli-Lis)

Utilizando el procedimiento de Eisen, se prepararon los conjugados —

DNP__ _ASE, DNPQ - LIS. ONP_ =Cit—c y DNP1 _TGAL. Y segdn el procedimiento

42 0

de Mazié et. al se obtuvo el DNP3 =GAT. Mas adelante se describirén ambos
procedimientos, asi cowo el cédlculo cel ndmero de moléculas ce DNP por molé

cula de acarreador . (15,34).
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PREPARACION DE CONJUGADOS DNP—ACARAEADCR

A. Difinitrofenilacién I

Yaterial. Bicarbonato de sodic 1 M pHE.Z2; 2,49 Uinitrof luorobenceno PW
186 1 ( Sigma); 100 mg de acarreador.

Método de alta sustitucibn.

1. Se disuelven 100 mg de proteinma en N5H803 M; { 10mg/m1).

2. Se agrega en 0.5 rml. 100 mg de DNFB.

3. Se mezcla vigorosamente durante 45 minutos a 37°C.

4. Se separa el conjugado ONP-proteina, del ONFB libre, mediante dialisis

exhaustiva contra agua destilada; o filtrando por Sphadex G =25 o

G-50.

5. Determinar el nimera de grupos DNP por molécula de proteina, mediante
la conversifn: DNP a 36nm D.0.= 1.0; gue equivale a 0.057 mM de DNP.

mientras gque KLH a 278rm, D.C.=1.0; esquivale a 0.00018 mM de KLH.

La presencia de grupos dinitrofenilo en la proteina, explica aproxima
damente el 40% de la absorbancia a 28 nm.

Para determinar la concentracibn de DNP en moles, se utiliza la formu
la: As 360nm/asm = No. de DNP; donde el Nimero de DNP por molécula de —
proteinas se calcula de la D.0 a 350 nm del DNP, y de la concentraci@n

total de proteina calculada por Kjeldahl o por peso seco invacuo.
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Para propdsitos de cdlculo, se asume Gue:
lo. Lz wzm del residuo Ohi—lisil a 360 nm, es semejante a la de e—DNP-lis.
o sea 17 300 a pH 7.4.
20. El peso molecular del conjugado es el mismo, caomo el de la proteine sola.

Dinitrofenilacion II.

Procedimiento.

1. 5Se pesa el mismo peso de |<21303 o de Na2m3 y de proteina.

Se disuelven en agua a ur@ concentracion final de 20 mg/ml.

2. Se zgrega un pese igual al de la proteina de DMBS { sal sédica de dinitro
bencensulfonato) 6 de DNFB.

3. Se agita 24 hr s. a temperatura ambiente protegiéndose de la luz.

4, BSe separa el 2,4~ dintrofenol y el DNBS no unido, por dialisis contra
agua & filtrando en Sephadex G~25 6 por Dowex 1X8.

5. 5e calcula el No. de grupos ONP por maolécula de conjugado, de la siguien

te manera: Ej. Conjugando DNP—globulina.

D.0. del conjugado 290 nm = 0.719

360 nm = 0.351

D.0. 32 29%0nm debida a DNP = 0.0654
debida a proteina = 0.655
Conzentracidn de proteina calculada sor D.0.:
U. 0. 280nm/asm de globulina = 0.555/9.7)(10_3 = 67.5 ugN/ml

=)
Concentracidn de aroteina en _mcles/litm)(l(] :



3.65 ug/ml = 3.65x10 > a/1

3.65X10 g/1 = 5
-———3-——% 2.02 X 1Cl“J moles
180

Por dltimo el No. de grupos DNP por molécula de proteina:
No. de DNP

Moles DNP/ Moles de proteina = 2.02/ 0.27 = 7.8 por molécula.
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PREPARACION DEL CONJUGADO ONP,-GAT .
Dinitrofenilacibn 111,

1.- Se disuefven 100 mg de GAT en 5 ml de Na,CO; 5 $.

2.- Se agrega fentamente con agitaciln vigorasa, 0.5 wf de 2,4-DNFB [ 100 pt de
2,4-dinitrno fLuorobenceno en 16 mé de 1,4-dioxano }.

3.- La mezcla se deja neaccionar dunante ? horas a temperatura ambiente, con agd
tacidn vigonesa; y en oscunidad.

4.- Dializan el conjugado contra Na,CO, at 5 %, para eliminan ef 2,4-DNFB Libne.

273
5.- Calcular ef wimerno de molécufas de DNP porn molécula de GAT.
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VII INMUNIZACION:

Se inmunizaron con cada antigeno atilizado, grupos de & a 12 ratas de
cada sexo, de 3 meses de edad; siguiendo el siguiente escuema de inmuniza
cibn:

Se aplicaron dos inoculaciones por via intraperitoneal, consistiendo
cada una de 100 mg de antigeno. La primera inyeccibn, se aplicé con adju
vante completo de Freund 1: 1 en un volu. en de 200 ml. Dos semanas después
s8 aplict la segunda dbsis da antigeno, en solucifn salina.

Las ratas fueron sangrada-s 7 dias después de lz segunda immunizzcidn

por puncibn intracardiaca, anestesidndolas con éter. (27)

Los suveros de las ratas inmunizadas y controles, se descomplementaron
incubdndolos a 56°Z por 30 nin; (27) y posteriormente se ensayaron Derme —
dio de un ELISA indirecto, para cuantificacion de anticuerpos; con el cual
se determind la concentracién de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG —

especificos anti el grupo hapteno DNP.
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INMUNIZACION DE LAS RATAS

POR VIA INTRAPERITONEAL

Fig. G. Esquema de la inmunizacidn intraperitoneal.

SANUIADO DE LAS RATAS POR

PUMCION [NTRACARDIACA.

Fig. H. Esquema del.sangrado de las ratas.
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VIIIELISA
Enzime Linked Inmunosorbent Assay.
En el ensayo de ELISA, se combina el uso de anticuerpos O antigenos inmovi
lizados en una fase sb6lida, con conjugados de anticuerpo o antfgeno marcados
con _nzimas; para producir ensayos con la sensibilidad y especificidad de las
técnicas izetépicas. Las ventajes del ELISA son gue los reactivos son sezuros,
tienen vida larya, y puede usarse equipo simple; aungue también puede usarse
automatizacibn sciisticada. Como en cualguier inmunoenza.o, ia cali-=z del an
ticuerpo y antigeno, determina su ejecucior, perc en el ELISA, la eleccibn de
la fase sblida y la calidad de los conjugados— enzima, asumen importancia comr—
parabla.
En la ELISA, se une a la fase sblida el antigeno o el anticuerno. Es usual
recubrir plisticos pre=formados, tales como el polyestilerio, polyvinyl o po—
lypropileno; en farma de camas, tubos, discos o microplacas, por absorcidm

pasiva.

La absorcifn pasiva, es altamente reproducible; la variabilidad de muss—
tra a muestra, o de pozo a pozo de pléstico, es la mayor fuente de error emr

el ELISA. E1 material ideal, deberie absorber el anticuerpo o antigeno recue

rido, de una maner: eficiente, irreversible y reproducible; y no sbsorber —
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componentes adicionales en etapas posteriores del ensayo.

La inmunoreactividad del antfigeno o anticuerpo absarbido no deberia al—
terarse significativamente.

Los conjugados enzima—anticuerpo deben retermer alta actividad de ambas
componentes, el inmunolégico y el enzimatico. Ademas, la actividad de la =

enzima no debe ser inhibida durante la fase de la reaccifn antigenc/anticuer

po en el ensayo. Las enzimas disponibles mds utilizadas son la B-galactosica
=3, la peroxidasa, la fosfatasa alcalina y la glucosa oxidasa; todas estas =
tienen una buena variedad de sustratos cromogénicos. (60)

Las enzimas pueden conjugarse convenientemente con anticuerpos por agen
tes ligantes como el glutaraldehido o el peryodato de sodio. Para obtener =
fptimos resultados, se aconseja usar anticuerpos purificados por afinidad en
los conjugados. Los substratos cromogénicos son utilizados usualmente para —
ensayar la fase sélida de la enzima. Estos son inicialmente incoloros, pero—
producen un producto coloreado par la degradacidn enzimatica.

Para conjugados ce peroxidasa, se utiliza peréxido de hidrégeno con or—
tofenildiaming, auncue también se puede usaﬁ-ortn-tclidina, dcicdo 5 amino—sa
licilico y ABTS.

£l ELISA ha side usado para cuantificacién de anticuerpos, utilizéndoze-

el método indirecto. E1 antigeno se pega a una fase sdlida, y por este méto_
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do pueden cuantificarse la mayoria de las respuestas de anticuerpos. E1 ELISA
—también se utiliza para cuantificacién de antigenos de alto peso molecular,—
empleando el método de sandwich de doble anticuerpo o enzimoirmunométrico. Pa—
ra cuantificacidn de haptenos, también se utilizan sistemas de ensayos compe—

titivos como los empleados en el radioinmuncensayo. (60,61)

__ Detalles técnicos del ELISA que fue’utilizadg en el presente trabajo:

Se em:iled el método indirecto de ELISA, para cuantificar anticuerpos especi—
ficos anti el grupo hapteno ONP, en sueros de ratas machos y hembras inmuniza—

das con diversos conjugados DNP— acarreador.

MATERIAL
Fase sbOlida
Placas Immunol MicroELISA
Placas Nunk Micro ELISA
Micropipetas
20ul, 100 ul ( Eppendarf Geratebau GmbH).
Lavado
Pipeta volumétrica de 10 6 25 mililitros.

Espectrofotfmetro

‘'ultiskan —through—theplate type ( Flow La:;oratar‘ie&].
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ReEactivos
Amortiguador de recubrimiento. Carbonato-bicarbonateo ( oM 9.6): 1.59 gr
de Nazcua, 2.93 gr de NeHCO,, afarar a un litro con Hzﬁ destilada. Alma—

cenar a temperatura ambiente por no mis de dos semanzz.

0BS—Tween. Amortiguador de salina—fosfato, més C.25 ¥ dz2 "wezn (p4 7.4);

8 ygr de NaCL, 0.2 gr cs= KH2PDJ, 0.2 gr de KCL, 1.5 gr az NaHPDﬁ v B5mi

de Teeen 20, en un litro de H2O.

Conjugedes.=  gg prepararon tres conjusados enzima—anticuarno:
Peroxidasa de rébano conjugzda 3 IgG de conejo anti IgA d2 rata, a —

IgG de comejo anti IgM y @ IgG de conejo anti I3G de rata.

Los conjugados se almacenzn 2 4°C con S0% de glicerol. La cantidad regue—

rida de conjugadc se disuelve en PBSTwesn inmediztamenite a--
Substrato.

Amortiguador fosfato—citrato { gH £.0) : 24.3 ml de Acido citrica 0.1 M,
25.7 ml de Nangﬂd 0.2 y 50ml ce HEQ'

La solucién substrato Hzsz ortéi—faaildiaming) se prepsra inmediats —

mente antes de usarse. 40 mg o2 orthophenylensdiamine { Sigme Cat. No. =

3888) se disuelven en 100 ml d= amorciguadaor fosfato-citrato, y se afiaden
a0 ul de H702 al 30Y. El substrato debe usarse al momento debido a que —
es sensible a oxidacidn.

PROCEDIMIENTL:
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ELTSA
( ENZIME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY )

1.- Adsorcidn del antigeno a la placa.

Se recubrid cada placa con DNP-BSA
200ua/m) en buffer carbonato-bicarbonato
(pH-9.6). Se anadieron 100ul de esta solucidn
en cada poza.

se dejo la placa 24 hrs. a 4°C.

3 lavados con PBS-TWEEN.

. Se afadieron 100ul de suero fetal al,
5% en PBS-TWEEN, dejando la placa en in- -
cubacidn a 37°C durante lhr.

3 lavados con PBS-TWEEN

11.- Se colocd en cada pozo 100ul de una
dilucion 1:150 de suero de rata problema.
Cada suero se ensayo por triplicado.

En cada placa se colocd una curva de
anticuerpos anti-DNP por duplicado; las
concentraciones de 1a curva iban desde 0.039
hasta 5 ug/ml.

Se dejo la placa a 4°C durante 24 hrs.
3 lavados con PBS.

I11.-Se afiadid el conjugadp enzima antiglo-

bulina. Se usaron 3 conjugados diferentes:

-1gG de conejo anti-IgA de rata peroxidasa. ; 1
-1gG de conejo anti-IgM de rata peroxidasa. [ €
-1gG de conejo anti-1gG de rata peroxidasa.

Se dejo la placa 24hrs. a 4° C.
3 lavados con PBS-TWEEN

1V.- Se afiadio el substrato.
H,0, /orto-fenildiamina en buffer
fosfatd-&itrato (pH 5.0 ).
Después de 30 min., se anadicron a ca-
da pozo 25ul de H2504 2.5M.

La Absorbancia del contenido de cada pozo, se leyd por fotometria a 452nmm,
en un espectrofotometro Titertek Multiskan

NOTA:Se utilizd la dilucidn de cada conjugado peroxidasa-antiglobulina, que did
una absorbancia de 1.0 a 492nm.



IX — Preparacién de Conjugados Enzima—antiglobulina.

Los conjugados se prepararon utilizando peroxidasa de rédbano; y tres frac
ciones de IgG de conejo moncespecifica: 1) anti IgA de rata; 2) anti IgM de—

rata; y 3) anti IgG de rata

Procedimiento:

—Método de 2-pasos de glutaraldehido; para peroxidasa. { Avrameas.& Ternyck,
1971). (80}

1) Se disuelven 10 mg de peroxidasa de rébano ( RZ3.0) en PES 0.1M pH 6.8, —
conteniendo 1.25% de glutaraldehido. La mezcla es incubada durante la noche—

a temperatura ambiente.

2} La peroxidasa activada con glutaraldehido es dializada contra s;nlucim Sa—
lina normal, o pasada por una columna de Sephadex G 25 para remover el gluta—
raldehido libre, y llevada a un valumen de 1.0 mil en salina nnrma_l.

3) una fraccién de IgG monoespecifica anti globulina de rata, es dilufda a =
S mg/ ml en salina normal.

4) 1.0 de solucién globulina es mezclada con 1.0 ml de peroxidasa activada y
0.1 ml ge buffer carbonato~ bicarbonato M pH 9.5. La mezcla se incuba 24 —
hrs. a 4°C.

5) 0.1 ml de solucién de lisina 0.2M es afadida y la mezcla es incubada a =
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temperatura ambiente durante 2 hrs.

6) La mezcla es dializada contra PBS pH 7.2 durante la noche.

?) La gobulina marcada con la enzima es precipitada afadiendo un volumen Lgual

de solucidn de sulfato de amonio saturada.

£l precipitado es lavado dos vece: en sulfato de amonio medio zaturado, v
es resuspendido en 1.0 ml. de PBS.
B] El conjusado es dializado extensivamente conira PHS, [ o pasado gor una =
columna de Sepnacex G 23).
9) E1 conjugada es centrifugado a 10 000 XG por 30 min, y el sedimenta se des
==prta, Se zfizde 83A 3 unad concentracién final de 1.0%%.
10) £1 conjugado es filtrado a través de un filtro milipore {0.22 um) v zlma—

cenado a —20°C, ( & & 4°C si se afade una cantidad igual de glicerol} en ali—

cuQLac.

11} Para ceterminar la dilycifn dptima de trabajo del conjucado e utilizb el

método de voller, 8id.ell and Zzarlezt { 1976).

“itulacién de Conjugados:

Ejemplo: Titulacidn del conjugado IgG de conejo znti IgA de rata peroxidaz..
1~ Se utilizd IgA de rata a una concentracifn de 200ug/ml; y se hicieron di—

luciornes en amortiguador de recubrimiento pH 5.6, come se muestra en el cia—
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grama siguiente:

123456%8 31011 12

A 200gjn ( La dilupién colocada en cada pozo

B 10 de un mismo renglén es la misma)

Cada pozo se llend con 100 ul de dilucidn de IgA.
IT— Se incub6 la placa 1 hr a 37°C; y después se guardd a 4° C durante la no—
che.
III- Se hicieron 3 lavados a la placa con PBS-Tween.
Iv— Se afiadid suero fetal al 5% en PES—Tueen, para bloguear; (100ul/poza).
Se incubd la placa 1 hr a 37°C.
vI- Se hicieron diluciones del conjugado IgG anti IgA de rata peroxidasa, en

PRS~Tveen. ( Como se mu estra en el diagrama, las cdiluciones se hicieron de —



izquierda a derecha; y la cantidad colocada en cada pozo de una misma linea

vertical es constante.

=2 iR =E= 0 =R 990 S 3.=02
A 1: 100, 1: 200, 1:300, ( La concentracién del conjugado

c1: 100 varia por renglén; y 25 constanie

en cada fila verticall

- Se incub6 la placa 1 hr a 37°C; y se guardo a 4°C durante la noche.
VII= Se dieron 3 lawvados con PBS~Tween.

VIII— Se colocaron en cada pozo 100 ul de solucifn de substrato.

—Después de 30 minutos se paré la reaccitn afadiendo 25 ul de H2504 2.5m.
I¥= E1 titulo del conjugado, es igual a la dilucién mayor, gue d& una lectura
de absorbanciz de 1.0 a 492 mm.
=E£1 titulo del conjugado IgG anti IgA de rate— peroxidasa; fué 1: 250.

—£1 titulo del conjugado IgG anti IgM de rate— peroxidasa, fué de 1: 1000

—€1 titulo del conjugado IgG anti IgM de rata—peroxidasa, fué de 1: 1000.
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A)

8)

c)

0)

R ESULTADUGOS S :

Respuesta Especifica de anticuerpos IgA, IgM e IgG en ratas LE y 5D

machos y hembras inmunizadas con DNP-LIS.

Respuesta especifica de anticuerpoz IgM e IgG en ratas Hibridas machosg

y hembras irnmunizadas con DNPLIS.

Respuesta especifica de IgA, IgM e IgG en ratas hibridas machos y hembras
inmunizadas con los conjugados:

DNP—IS, DNP—Cit—c, DNP— GAT, DNP-TGAL y DNP—OVA.

Respuesta especifica de IgA, Igy e IgG en ratas LE machos y hembras inmu —

nizadas con DNP—OVA, DNP—Cit—c y DNP-LIS.
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A) Respuesta especifica de IBA, IgM e IgG en
ratas LE y S0 machos y hembras inmunizadas
RESULTADDOS: con DNPLIS.

I- CONTROL GENETICO DE LA BESPUESTA ESPECIFICA OE ANTICUERPOS OE LA CLASE IgA

Los resultados presentados en la tabla 1 indican oue existen diferencies

entre las ratas Long—Evans y Sprague—Davley inmunizadas con DNP-LIS, en la

respuesta especifica de IgA anti DNP. Las ratas Long—Ewans generaron altas —
respuestas de IgA espec’ficas hacia DNP-LIS; mientras que las ratas Sprague—
Cawley orodujeron respuestas intermedias. Al compeararse por pruebas ce t la—
respuesta de IgA de las hembras LE con lz de las hembras S0; v la respuesta—
de IGA de los machos LE con los machos 30, se encontrd gue las diferenciss,—
para csda sexo, entre las ratas Long—Ewvans v Sprague Dawley en la respuestz—
especifica de IgA eran ambas significativas, en las ratas inmunizadas con -
ONP-LIS. { Fig.1)

Como puede apreciarse en la tabla 2 y 8 3l compararse ds igual manera —
los grupos de ratas controles machas y hembras de las cenas Long—f£vans v Sprague
Davley, se encontr no existen diferencias significativas entre una y otra ce

pi, en la respuesta de IgA anti ONP.

Variicién entre machos y hembris. Para cada cepa, se compard la respussta

ge IgA zrntl DNP entre machos y hembras. Sncontrindose gue: a) En las ratas SD

Demurizadas

Lzadss ton MMPHLIS las nembres grodujeron respuenias de Igh especificas—

significativamente mayores gue los macnos; b) En

3 LE inmunizadas con
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Teol1s.06 %= 636,36

w=213.34 \ u= 170.6)

L LT

Ao

¥= 222,
i 07 !

n= 69,19 = 106
I / a= 65.95
0 /

Hachon Hemb ran
LUNG-EVANS

kg / ml

Hachoa™ Hembras

"Rempuesta e 1gA en ratan inmunizadas con DNP ~Linozima"

Fig. 1 . Control genético de la respuesta especi-
fica de IgA, hacia DNP,-LIS; en ratas. Se puede a
preciar que las ratas Long-Evans producen altas -
respuestas contra DNP,-LIS; mientras que las Spra
gue-Dawley generan regpuestas 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 numeros en la ordenada indican la con-

centracion en Ug/ml de IgA anti DNP determinada
por ELISA).
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CONTROL CENETICO Db LA

Tabla 1

REsr «I'STA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS CLASE

IgA; EN RATAS INMUNIZADAS CON DNPa— LIS,

HIBRIDOS
pA = ~EVANS B n
CEPA LONG-EVANS SPRAGUE- DAWLEY (SDXLE)F (Mig/ml)
X= 616,06 R=  222.07 X= 761.45
MACHOS e D133 s= 69.29 s= 172.65
X= 656.56 X=  334.66 X= 1615.5
HEMBRAS g2 170,69 o 5505 5= 594,26
DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA DL IgA HACIA DNK,-LIS ENTRE RATAS DE LAS CEPAS LONG-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY.
SEX0 Machos= p < .001 HEMBRAS= p & .001

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA HACIA DNP

~-LIS

; DEBIDAS AL SEXO, 'EN RATAS.

LONG-EVANS SPRAGUE~DAVWLEY HIBRIDOS
(SDxLE)Fl
p >»0.1 p <« 0.025 p < 0.01

w
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Tabla 2 .
PRUEBAS DE ¢t

DIFERENC1AS EN LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA; ENTRE RAVAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY INMUNIZADAS

CON DNP -LIS.
SEX0 RESPUESTA DE 1gA RESPUESTA DE IyM RESPUESTA DE IgG
MACHOS p £ ..001 p £ .001 p > 1.0 (n.s.)
HEMBRAS p £ .001 p £ .001 P > 1.0 (n.8v)
DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA ESPECIFICA ANTI DNP, ENTRE RATAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY CONTROLES.
SEXO0 RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE IgM RESPUESTA DE IgG
MACHOS P~ 1.0 n.s. p £ .05 p > 1.0 n.e..
HEMBRAS p > 1.0 n.s. o L. .05 p > 1.0 n.s.




con DNP-IS, no se observaron diferencias entre machos y hembras en la res—
puesta de 1gA especifica. c) En las ratas controles de embac cepis, no se e~

contraron diferencias significativas entre machos y h embras en sus re-s.s:

tas de IgA anti DW. ( ver tabla 1 y §).
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II- RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPUS DE LAS CLASES IgM e IgG, EN RATAS

LONGEVANS Y SPRAGUE DANWLEY INMUNIZADAS CON DNP —H.1S.

En las figuras s8 observa la respuesta de IgM e IgM e IgC de las ra
tas LE y S0 inmunizadas con Wd_ LIS.

Se puede apreciar, que las ratas machos y hembras de la cepa Long—€vans —
producen respuestas de IgM especificas mayores cue las ratas machos y hembras
de la cepa Sprague—{awley, respectivamente. Al compararse estos resultados par
pruebas de t, se enc ontrd gue tales diferencias eren s_gnificativas. £stoz —
rasultados, junto con los de la respuesta de IgA indican gue: las respuestas—
gspecificas hacia DNP-Lisozima, de IgA . de IgM, de las ratas Long Evans son
altas; mientras que en las ratas Sprague—Dawley, tales respuestas son inter—
medias. (3)

Por el contrario, la respuesta de IgC especifica no mostird variacifn sig
nificativa entre las ratas de las cepas Long—f£vans y Sprague—Dawley, ambas in
munizadas con DNP-LIS. ( Tabla 4). Los resultados de la respuesta especifica
anti DWP, en los grupos de ratas controles de las cepas Long—fvans y Sprague—
Davley, tamblén fueron comparados por pruebas de t; y como puede apreciarse —
en la tabla 6 se encontrd gue no existian diferencias significativas entre —

ambos grupos, =n la segunda respuesta de IgG, perc la respuesta de IgM si —

mostrd variaci6n significativa entre ambas cepas.(Tabla 2].
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EFECTD DEL SEXO EN LAS RESPUESTAS DE IgM e IgG ESPECIFICAS DE LAS RATAS

LE v SD TNMUNIZADAS CON DNP—LIS, Y CONTROLES.

Tanto en las ratas Long—Evans como Sprague—Dawley inmunizadas con DNP—LIS
se encontrd gue, la respuesta especifica 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 DNP, de las ratas inmunizadas con —
DNP—LIS de las cepas Long—Evans y Sprague—Dawley, podemas notar gue no existe
variaciodn 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 S0, se observé que las respuestas
de IgM y de IgGC anti— DNP no se ven influenciadas par el sexo. Estos resul—

tados al igual que los anteriores fueron comparados por pruebas de t. (ver

tabla 5).
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Fig.2 . Control genético de la respuesta especifi
ca de IgM en ratas inmunizadas con DNP,-LIS. Se
puede apreciar, que las ratas LE genergn altas res
puestas hacia DNP,-LIS; mientras que las SD produ
cen respuestas 1n%ermedias de IgM. También se ob-
serva que tanto en las ratas LE como en las SD,
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).

10¢



Tabla 3.

3.1 CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE IgM; EN RATAS INMUNIZADAS CON DNPI‘-LIS.

(SDxLE) Fy

CEPA = LONG-EVANS SPRAGUE~DAWLEY HIBRIDOS
MACHOS X= 309.9 110.084 187.66
8= 29.14 39.10 43,13
HEMBRAS X= 494.09 234.0 650.0
8= 80.99 48.53 273.0

3.2 DIFERENCIAS ENTRE LAS CEPAS LONG-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY, en la respuesta especifica de IgM a WPA—LIS "

MACHOS =  p <« .00l HEMBRAS = p & .001

3.3 DIFERENCIAS DEBIDAS AL SEXO, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgM HACIA WPA-LIS; EN ratas LE, SD y (SDxLE) l"1

LONG-EVANS SPRAGUE-DAWLEY HTBRIDOS
(SDxLE)Fl
p. & 001 p £ .00l p L .01
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Ig G
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-
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=
250
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w Respuesta de IgG anti DNP en ratas inmunizadas con DNP -Lisozimal

Fig.3 . Respuesta especifica de IgG en ratas inmu
nizadas con DNP,-LIS. La figura muestra que la res
puesta de IgG a?iti DNP5-LIS es muy similar en am-
bas cepas. Por otro lado, ni en las ratas LE ni en
las SD se observo variacon debida al sexo en ésta
respuesta.

(Nota: En la ordenada se indica Ta concentracion

de IgG anti DNP en Ug/ml, determinada a los sueros
de las ratas por ELISA).
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Tabla 4 .

a1 RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG ANTL DNP, EN RATAS INMUNIZADAS CON DNP,-LIS . (Hgfall
CEPA LONG~EVANS SPRAGUE-DAWLEY HIBRIDOS
(SDXLE)F,
MACHOS X= 93.67 74.073 148.46
&= 25.49 13.096 37.39
—— 78.4 84.09 114.86
8= 6.87 14.22 45.39
b
4.2 DIFERENCIAS ENTRE LAS CEPAS LONG-EVANS Y SPRAGUE-DAWLEY, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG A DNP,-LIS .
MACHOS = p > 1.0 n.s. HEMBRAS = p > 1.0 r.s.
4.3 VARIACION DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE 1gG HACIA DNP,-LIS; EN RATAS DE LAS CEPAS :
LONG-EVANS SPRAGUE-DAWLEY BIBRIDOS
(SDXLE)F,
P >0.1 n.s P > 0.1 n.s. p 7 0.1 n.s.
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Tabla § .
PRUEBAS DE ¢

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI DNP DEBIDAS AL SEXQ, EN RATAS CONTROLES LONG-EVANS vy

SPRAGUE-DAWLEY .

BEDk RESPUESTA TgA RESPUESTA IgG RESPUESTA IgM
LONG-EVANS n p = 0.1 P> 0.1 p > 0.1
LONG-EVANS p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1
SPRAGUE-DAWLEY p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1

*Nota: los nimeros 1 y 2 indican que se trata de dos grupos diferentes de ratas LONG-EVANS controles(el

grupo L-E, se ensayd junto con $-D; mientras que L—E1 fue el primer grupo do controles LE, y se ensayd con

2
los grupos LE inmunizados con DNP-LIS, DNP-Cit-c y DNP-OVA)



Tabla 6 .
RESPUESTA DE ANT LCUERPOS ANTI DNP, EN RATAS CONTROLES LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY.

601

( pg/ml ) RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE IgG RESPUESTA DE IgM
CEPA MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
LONG-EVANS X= 9.37 6.32 6.2 5.48 14.06 12.2
s= 4.4 3.9 2.7 1.83 5.6 4.63
SERACGUESDANLEY &, 5.8 4.2 5.0 5.9 7.8 6.5
- 2.66 2.22 2.3 2.1 2.8 2.4




B) RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA,igM e IgG EN HIBRIDOS INMUNIZADOS CON DNP-LIS.
III-CARACTER DOMINANTE DE LA RESPUESTA ESPECIFICA ALTA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE

IgA

Para averiguar si la alta respuesta especifica hacia DN?“—LIS, de IgA, de las
ratas Long-Evans se transmitia como um caracter dominante, sobre la respuesta interme
dia mostrada por las ratas Sprague-Dawley, se realizaron cruzas de hembras de la cepa
Sprague-Dawley con un macho Long-Evans. Los hibridos obtenidos, machos y hembras, se in
munizaren con el conjugado DNP,- LIS y se dererminaron por ELISA sus respuestas espe-
cificas de anticuerpos de las clases IgA, IgM e IgG.

Los resultados se muetran en la figura y se analizan a continuacidn:

RESPUESTA DE IgA en los hibridos (SDxLE)F,

En la tabla’ podemos apreciar que los hibridos (SDxLE) Fl producen altas
respuestas especificas de IgA hacia DNP-LIS, por lo que &stos resultados sugieren,
que la alta respuesta de IgA de la cepa Long-Evans, se transmite a los hibridos como
un caracter dominante, sobre la respuesta istermedia mostrada por las ratas Sprague-
Dawley. .Cabe sefialar, que los hibridos machos v hembras producen respuestas de IgA
aln mayores que las presentadas por las ratas Long-Evans.

EFECTO DEL SEXD EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA ANTI-DNP-LIS, EN LOS
HIBRIDOS.

En la figura se puede observar, que en los hibridos SDxLE) I-'l INMUNIZADOS CON
DNP-LIS , las hembras produjeron respuestas especificas de IgA anti-DNP significativa
mente mayores a las de los machos.(Estas diferencias entre sexos se analizaron por
pruebas de t ver tabla 1).

Consideramos importante recordar, que la respuesta de IgA hacia DNP-LIE ém las
ratas Long-Evans no wostrd variacidn significativa debida al sexo; y que en las ratas
Sprague-Dawley, encontramos resultados similares a los de los Hibridos, es decir,que
las hembras produjeron respuestas de Igh significativamente mayores que los machos.

No encontramos una explicacidn convincente a &stos resultados pues, asumiendo que:
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- Los hibrides l-'I machos, pertan un cromosoma X de S0 v un cromosoma Y de Lb; que

las hembras l'-'l portan un cromosoma X de 5D y un X de LE.(Ya que los hibridos {SD::LE)Fl

son el resultado de la cruza de ratas hembras SD, con machos LE.)

- Entonces, si suponemcs que las ratas LE no reciben irfluencia delcromosoma X, en su

respuesta especifica de IgA a DNP-LIS, ya que no hay diferencias cntre machoa y hembras.

= Y que la respuesta de IgA hacia DNP-LIS de las ratas SD, si recibe influencia dél cro

mesoma X.; v por lo tanto las respuestas de las hembras son mavores a las de los machos.

- Esperariamos entonces que en los hibrides F,+ no se .observaran diferencias significa

tivas éntre machos y hembras en sus respuestas de IgA hacia DNP-LIS, lo cual no ocurre.

Iv-

V=

RESPUESTA ESPECIFIOA DE "gM EN RATAS (SD x LE)F‘ INMUNIZADAS CON DNP-LIS.

De manera similar a como se observd en la respuesta de IgA, se encontrd

que los hibridos F, producian altas respuestas de IgM hacia DNP-LIS iguales y/o ma-

1
yores a las encontradas en las ratas Rong-Evans. Por lo que se concluye que, la res-
puesta de IgM alta se transmite a la progenie como un caracter dominante sobre la

respuesta intermedia presentada por las ratas Sprague-Dawley. Hhhiha)-

VARIACION DE LA RESPUESTA "DE IgM EN LOS HIBRIDOS. DEBIDA AL SEXO.

En las ratas hibridas inmunizadas con DNP-LIS, se encontrd que las hembras
producian respuestas de [gM anti DNP significativamente mayores a las encontradas en
los machos.Cabe recordar que en los padres LE y 5D también se encontraron estas dife-

rencias entre sexos en la respuesta de IgM anti DNP-LIS.

RESPUESTA ESPECIFICA DE igG EN HIBRIDOS (SDxLE)Fi INMUNIZADOS CON DNP-LIS.

La respuesta le [gC de los hibridos F,‘l inmunizados con DNP-LIS, no se pue-
de analizar de la misma manera que las respuestas de IgA e TgM, debido a que no
se encontraron diferencias significativas entre LE y 5D en sus respuestas de IgG hacia

DNP-LIS; y por consiguiente no podemos decir cual caracter se transmite de manera do-

minante.con exactitud, v mucho menos a cual cepa pertenece tal caracter. 111



EFECTO Ov. SEXO EN LA RESPUESTA DE IgG EN LOS HIBRIDOG TMNMUMNIZADOS Con

DNP-LIS.

El andlisis por pruebas de t de la respuesta de Igf hacia DNP—LIS de
los hibridos, reveld gue esta respuesta no recibe influencia del sexo.
En la figura se puede apreciar, Que no existen diferencias entre —

machos y hembras en sus respuestas especificas de IgG. (tabla 4).
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En base a los resultados anteriores, que indicaban que: a) en los —
hibridos y en las ratas Sprague—Dawley, las hembras producian respues—

tas especificas hacia DNP—LIS de las clases IgA e IgM significativamer™

te mayores gue los machos; b) mientras que en las ratas Long—€vans, aun
Lue respecto a la respuesta especifica de IgM se encontrd gque las hem —
bras también presentaban respuestas superiaores a las de los machos, no
se encontrd variacifn significativa debido al sexo, en cuanto a la res—
puesta especifica de anticuerpos IgA. (Tablas 2,7,8)

Se decidid entonces, probar otros antigenos conjugados a DNP en ra—
tas Loog Evans y en hibridos (SDxLE) Fys con el objeto de averiguar si en
las rztas LE la respuesta de IgA hacia atros antigenos si mostraba va —

riacién debida al sexoj; y por otro lado, en los hibridos F1 se utiliza—

ron otros antigem.s, para analizar la respuesta especifica de anticuer—

pos de las clases InA, IgM e IgG entre machos y hembras, con mayor de —

talle. Es decir, para averiguar si la respuesta especifica de IgA e IgM
se comportaba de la misma manera que se observd hacia DNP—Lis, o si va—
riaba dependiendo del antigeno utilizado,

A continuacifio se presentan los resultados obtenidos en las ratas =

Long Evans y en los hibridos (SOxLE) F'i al determinar por ELISA sus res
r

puestas especificas de IgA, IgM, & IgB anti DNP; y comparar sus respues—

tas entre machos y hembras.
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Tabla 7 .

RESPUESTA TINMUNE ESPECIFICA ANTI DNP , DE RATAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY INMUNTIZADAS CON ONP -LIS

[ pg / mt ) RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE IgM RESPUESTA DE 196
CEPA MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
LONG-EVANS Y = 616.06 656.56 309.9 494.09 93.67 78.4
4 = 213.34 170.63 29.14 80.99 25.49 6.87
SPRAGUE-DAWLEY X = 222.07 334.66 110.084 234.0 74.073 84.09

4 = 69.29 65.95 39.10 48.53 13.096 14.22
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Tabla 8.
PR UTEBAS D E z

DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI DNP_ DEBIDAS AL SEX0, EN RATAS LONG-EVANS y SPRAGUE-DAWLEY

ANTIGENO
RESPUESTA DE 1IgA RESPUESTA DE 1IgM RESPUESTA DE 196G
ONP,-L1S
LONG- EVANS
p > 0.1 p & 0.001 p > 0.1
SPRAGUE- DAWLEY

p & 0.025 p & 0.001 p > 0.
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C) Beszupstz especifics de IgA, IgM e IgB en ratas nicrodas{SOxLE] ¥
machos y hembras inmunizadas con los conjugados:

DNP-LIS, ONP—Cit—c, DNP-GAT,DII=TGAL y DNP—OVA.

RESLLTADOS DEL ELISA REALIZADO EN LOS SUEROS DE LAS RATAS

HIBRIDAS ( SD x LE ) Fa MACHOS Y HEMBRAS

La respuesta inmune especifica anti DNP de anticuerpos ce las clases IgA,
IgM e IgG, determinada por ELISA en los sueros de las ratas hibridas mchos y
hembras, se muestra en las figuras 4,5 y 6 respectivamente.

El an&lisis estadistico aplicado a estos resultados, fu€ un andlisis Fac
torizl de Varianza y pruebas de t de Siudeniy, el primero se apl.cd pars deter
minar si ia respuesta inmune especifica de anticuerpos IgA, IgM e IgG mostra—
ba una variacién debida al sexp y/o ana variacién dependiente del tipo de ar—
tigeno utilizado en la inmunizacion. Cad& clase de respuesta se analizf por—
separado. £l segundo andlisis, se aplicd para comparar la respuesta inmune —
entre 1l.;s machos y las hembras de cada grupo de ratas inmunizadas con un mis
mo antigeno.

Respuesta de IgA

La respuesta de anticuerpos IgA anti ONP de los sueros de las ratas ——
(SDxLE) F

1 se muestra en la tabla 9 y en la figura 4. Observando los resul —

-=dps de la figura 4, podemos notar cue l2s hembras producen mayores respues—
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tas especificas de IgA gue los machos; en los grupos de ratas immunizadas con

los conjugados DNP] =0OVA, DNPa—DNPS—GﬁT. Los controles, ratas no inmunizadas y

0
ratas inmunizadas con DNP,JD—TGAL. muestran bajas respuestas anti DNP, las cuz—
les no varisn significativamente entre machos y hembras.

Al comparar la respuesta especifica de IgA anti DNP entre machos y hembras
par pruebas de t, se encontrd gue la respuesta de IgA era significativemente—

nayir en las hembras inmunizadas con DNP1 —PVA, ['Ml:'a—l_'[S, Dma—cit—c y DNPa_G.F\T

0
gue en los machos tratados similarmente. ( ver tabla 12).

El analisis factorial de varianza aplicado a estns datos, revelt que la =

respuesta inmune especifica de IgA, recibe tanta influencia del sexo, como —
variaci6n debida al antigeno utilizado en la inmunizacién.  ver tabla 13)
Respuesta de IgM
Los resultados de la respuesta de anticuerpos IgM anti DNP, obtenidos por

el ELISA aplicado a los sueros de las ratas Hibridas [SD:d.E}F‘["'machos y hem =

bras, se pueden apreciar en la tabla 10 y en la figura 5. Como puede observar
se, la respuesta de IgA; es decir, las hembras también muestran respuestas de

IgM especificas anti ONP mayores a las encdntradas en los machos, en los gru—

pos de ratas inmunizadas con ONP, —OVA, DNP LIS, DFPB_Cit_C y DNP_—GAT. Los=

0 3
grupos controles antes mencionados, también mostraron muy bajas respuestas —

anti DNP de anticuerpos IgM, cue tampoco varian debido al sexo.

La comparacifn por pruebas de t, de la respuesta de IgM entre machos y —



hembras reveld gue las diferencias encontradas entre machos y hembras son
estadisticamente significativas. ( ver tabla 12).

El andlisis de varianza factaorial aplicado a éstos datos de la respues—
ta de IgM, indict gue é&sta respuesta muestra una variacifn significativa, —
tanto en el efecto del sexo, como por el tipo de antigeno utilizado. (ver =
tabla 13).

Respuesta de IgG

Los datos obtenidos en el ELISA para cuantificar anticuerpos IgG especi—
ficos anti DNP que se aplict-'a los ya mencionados sueros de ratas hibridas =

SDxLE) F., se encusntran en la figura 2 y en la tabla (11) Puede apreciarse
1

cue no se8 observan diferencias debidas al sexo en la respuesta de IgG de nim

guna de los grupos de ratas inmmunizadas con los ya citados conjugados DNP—aca
rrezdor.

En los grupos de ratas controles machos y hembras descritos anteriormer—
te, la respuesta de IgG anti DNP fué tambié&n muy pobre y sin variaci6n debi=

da al sexo.

Caomo era de esperarse, el andlisis de estos datos por pruebas de t indi—

cd Gue no existen diferencias significativas entre machos y hembras, en sus—
respuestas especificas anti ONP, de anticuerpos IgG. (ver tabla 12).
Al aplicar a estos resultados el ya mencionado anzlisis de varianza fac™
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Fig.4 . Respuesta especifica de IgA en ratas hibri
das (SDXLE)F, inmunizadas con conjugados DNP-acarrea
dor. Se pued% 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= desviacion standar).
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Tabla 9 .

RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS 1gA ANTI DNP, EN RATAS HIBRIDAS | SPRAGUE-DAWLEY x LONG-EVANS |F, (ug / mt ).
ANTIGENO  ONP -OVA' 1 DNP -QVA I1  DNP DNP - LIST ONP -LIS 11 ONP -GAT ODNP -TGAL CONTROLES
MACHOS X = 547.63 473.23 720.0 761.45 182.43 109.32 5.97 3.61

s = 73.13 121.12 49:01 172.65 57.51 30,26 1.46 s
HEMBRAS X = 2608.72 1222.02 1446 1615.5 387.69 160.7 5.85 3.58

s = 1075.98 305.7 95.0 594,26 77.92 38.19 2,02 1.43
ANTIGENO DNP -GAT 11
MACHOS X = 71.48

s = 9,68
HEMBRAS X = 112.5

s = §.77
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Fig.5 . Respuesta especifica de IgM en ratas hibri
das (SDxLE)F; inmunizadas con conjugados DNP-aca-

rreador. Se abserva que 1a respuesta de IgM de las
hembras es significativamente mayor a la.de los ma
chos, en las ratas (SDxLE)F, inmunizadas con DNP-
LIS, DNP-OVA, DNP-Cit-c y DRP-GAT. ( Nota: la res

puesta de IgM anti DNP se indica en Ug/ml).



Tabla 10 .

RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS IgM ANTI ONP, EN RATAS HIBRIDAS ( SPRAGUE-DAWLEY x LONG-EVANS )F, (ug / me).

ANTIGENO DNP -OVA 1 ONP -OVA Il ONP -Cit-c ONP - LIST ONP- -LIS II ONP -GAT ODNP -TGAL  COMTROLES
MACHOS X = 1438 536.1 485.24 43.20 187.66 125.83 5.24 4.57

4 = 134.37 105.0 159.5 13.7 43,13 58.0 7125 .793
HEMBRAS X = 2121.0 4956 1587.15 73.62 650.0 674.42 5.65 4.23

6 = 378 596.74 168 30.39 273 177 L7328 1.12

7
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Fig.6 . Respuesta de IgG especifica en ratas hibri
das (SDxLE)F, machos y hembras. Se observa que no
existe varia&ién significativa debida al sexo en
la respuesta de 1gG de las ratas inmunizadas con
los conjugados: DNP-OVA, DNP-LIS, DNP-Cit-c y DNP-
GAT.( La respuesta de IgG anti DNP se indica en
Ug/mi1).



Tabla 11.

RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS 1gG ANTI DNP, EN RATAS HIBRIDAS ( SPRAGUE-DAWLEY x LONG-EVANS )F, lug / me)
ANTIGENOS DNP -OVA1 ONP -OVAII ONP -Cit-c¢c ONP - LIST ONP -LISII ODNP -GAT ONP -TGAL CONTROLES
MACHOS 141.09 238.49 210.99 31.81 148.46 109.25 3.9 4.27
32.41 31.79 81.54 16.15 37.39 43.8 0.86 0.87
HEMBRAS 104.9 225.74 154.12 37.61 114.54 146.89 4.21 4.11
30.51 32.33 . 15.45 16.33 45.39 55.0 0.304 0.94




Tabla 12 .
PR UEBAS D E 1

DIFERENCTAS DE RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA, ENTRE RATAS HIBRIDAS (SPRAGUE-DAWLEY x LONG-EVANS)F, MACHOS Y HEMBRAS.

ANTIGENO RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE TgM RESPUESTA DE 1gG
ONP, ;-0VA 1 p & .01 p & .01 p > 0.1
NP, -0VA 1 p & 001 p < .001 p > 0.1
ONP,-LIS 1 p & .01 p < .025 p > 0.1
NP,-L1S 11 p & .0 p & .01 p Dol
DNP3—C4',t-c p & .007 p < .001 p > 0.1
ONP,-GAT 1 p & .05 p & .01 p > 0.1
DNP, ;- TGAL p > 0.1 p > 0.1 p > 0.1
DNP,-GAT 11 p & .001

CONTROLES p M.l p P 0.1 p = 0.1
~



Tabla 13
ANALISIS DE VARIANZA DE LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA ANTI DNP,
LONG-EVANS)F, MACHOS ¥ HEMBRAS, INMUNIZADAS . CON 4 DIFERENTES CONJUGADOS DNP-ACARREADOR .

EN RATAS HIBRIDAS (SPRAGUE-DAWLEY X -

RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE 1IgM RESPUESTA DE 14G
F-03 JALOR g5 vALoR F'0° vALOR F'9°
VALOR DE TABLAS o A CALCULADA CALCULADA
Fy0% - 4.05 & 6,61 < 9.49 > 0.425
EFECTO DEL SEXO ,
EFECTO DEL P05 | &L o60s < 3407 < 494
TIPO DE ANTIGENO i
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torial se encontrd que na rechazaban la primera hip6tesis rnula, de aqui que
se concluya que no existe influencia del sexo en la respuesta especifica de~
anticuerpos IgG. Sin embargo, debido a que la segunda hipftesis nula probada
si fué rechazada, se concluye gue la respuesta de anticuerpos IgG anti D —

varia por efecto del antigeno utilizado en la irmunizacibn, (ver tabla 13).

D] Respuesta especifica de IgA, IgM e IgG en ratas Long£vans machos vy
hembras immunizadas con DNP-OVA, ONP—Cit—c y DNP-LIS.

RESULTADOS DEL ELISA APLICADO A LGS SUEROS DE LAS RATAS LONGEVANS

Los resultados del ELISA indirecto para cuantificacidn de anticuerpos de

las clases IgA, IgM e IgG anti DNP aplicado a los sueros de las ratas de am

bos sexos, de la cepa LONG—EVANS inmunizadas con los conjugados DI\P,ID_WA, -

DI\PQ -(18 y DMDa_ Cit _c, se muestran en las figuras 7,8 y 9 respectivamente.

Aespuesta de IgA

Los resultados de la respuesta especifica de IgA anti DNP se muestran en
la tabla 14 y en la figura 7. Se puede apreciar que las ratas inmunizadas con

DF\P1 =0OVA vy DNPS—Cit—c, muestran una respuesta de IgA especifica mayor a la —

a

encontrada en los correspondientes grupos de machos similarmente tratados. Pe—

ro oor otro lado, en el grupo de ratas inmunizadas con DAP4—LIS no se observan

12,



diferencias entre ambos sexos en sus respuestas de IgA anti DNP.

Al comparar estos datos por pruebas de t, se hallé lo esperado; no se e
contraron diferencias significativas entre machos y hembras, en la respuesta—
de IgA del grupo de ratas inmunizado con DhPa—LIS. Mientras gque, para los —

grupos de ratas inmunizadas con Dl\Fm"EI'JA y ONP_ —Cit—c, si se observaron va

3

riaciones significativas debidas al sexo, mostrando las hembras respusstas —

de IgA anti DNP superiores a las de los machos. (ver tabla 15).

Respuesta de IgM

Los resultados de la respuesta de TZM anti ONP obtenidos por ELISA en los
sueros de las ratas LONGEVANS se encuentran en la tebla 14 y en la figura 8.

Podemos notar, gue 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 DNP—acarreador, gue en =
loe respectivos sueros de machos.

Al finalizar estos datos, comparando por pruebas de t la respussta de IgM
entre machos y hembras, se encontrf que las mayores respuestas mostradas por
las hembras inmunizadas con DNP 1 O-CNA. D‘I\Pa—Cit-c y DNP a—L[S, son significa—

tivamente oiferentes a las encontradas en los machos tratados similarmente.

( ver tabla 15).
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RESPLESTA DE IgG

La respuesta especifica de IgG de-..lu's sueros de las ratas LONG-EVANS
ya mencionados, se muestran en la figura 9 y en la tabla 14. Se puede —
apreciar cue la respuesta de IgG anti DNP en la cesa LONG—EVANS, muestra
mayor variacién debida al sexo que en los hioridos SOx_E) B { ver tatla

). E1 andlisis de estos datos por pruebas de t, reveld gue los gru—
pos de ratas inmunizadss con DF\P10—D‘J'P. ¥ UNP:j-- Cit=c no mostraron varia~
cifn significativa debida al sexo en sus respuestas de IgG anti DNP. Por—
el contrario en el grupo de ratas inmunizadas con DNPQ"LIS. se observd =
que los machos tuvieron una respuesta de IgG anti DWNP significativamente—

mayor la encontrada en las hembras. Tabla 15.
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Fig.7 . Respuesta especifica de IgA en ratas Long-
Evans machos y hembras. Se puede apreciar, que las
hembras LE generan respuestas de IgA significati-

vamente mayores que los machos, hacia los conjuga

dos DNP-OVA y DWP-Cit-c; pero no DNP-LIS,(pues €s
ta Gltima respuesta mo mostrd variacion debida al

sexo). (Nota: 1a respuesta de IgA anti DNP se pre
senta en la grafica en Ug/ml).
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RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS ANTI DNP;

Tabla 14 .

EN RATAS DE LA CEPA LONG-EVANS.

(Mg / mt )

Hg/ml RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE 146G RESPUESTA DE IgM
ANTIGENO MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
DNP - OVA X = 515.7% 1761.25 207 L1517 910.87 2006.125
s = 97.76 131.25 44.21 35.64 239 454
NP - Cit-c¢ X = 864.15 1381.16 147.22 86.11 664.15 1698
b = 146 .1 277.68 44.41 30.14 236 509.302
NP - LIS X = 514 527 115,29 100.76 340.62 483.6
A= 59.2 67,8 19.51 16,0 62.42 56.12
CONTROLES X = 8.9 5.3 6.3 4.9 18,9 16.4
& e 4,27 3.3 2.8 1.7 5,34 4.27

b

w
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Tabla 15 .

PRUEBAS DE %

DIFERENCIAS ENTRE RATAS DE LA CEPA i.ONG-EVANS, MACHOS Y HEMBRAS, EN SUS RESPUESTAS INMUNES ESPECIFICAS ANTI DNP

ANTIGENO RESPUESTA DE IgA RESPUESTA DE IgM RESPUESTA DE IgG
DNP, ,-OVA p < 0.0001 p < 0.001 p s> 0.1
DNP,-LIS p > 0.0. p < 0.001 P < .05

ONP3- Cit-c P < 0.01 p < 0.01 ) > 0.1
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[. CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA EN RATAS.

IT. CARACTER DOMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE IgA ESPECIFICA.

[II. CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgM, EN RATAS.
Iv. CARACTER DOMINANTE CE LA_ALTA PESPUESTA DE IgM ESPECIFICA.

V. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN RATAS LONG_EVANS Y SPRAGUE DAWLEY
INMUNIZADAS CON DNP,- LIS.

VI. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN HIBRIDOS (SBKLE)F1 INMUNIZADOS
CON DNP4— LIS.

VII. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA EN RATAS LE Y (SDxLE) Fl; MACHOS

Y HEMBRAS.

VIII.RESPUESTA ESPECIFICA EN RATAS LE Y (SDxLE)Fl; MACHOS Y HEMBRAS.
IX. RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN RATAS LE Y (SD!LE}FI; MACHOS Y
HEMBRAS,

X. MECANISMOS PROPUESTOS PARA EXPLICAR LAS DIFERENCIAS ENJREMACHOS
Y HEMBRAS, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA e IgM; EN RATAS.



DISCUSION .

LI.- CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE ANTICUERPOS DE LA CLASE

IgA, EN RATAS.

Al comparar la respuesta anti DNP de anticuerpos IgA, entre ratas machos y hem

bras de las cepas Long-Evans y Sprague-Dawley, inmunizaJdas con el conjugado DNPQ—LIS.
se encontré lo siguiente: Los machos y las hembras Long-Lvans produjeron -espucstis
de IgA especificas, significativamente mayores que 1o machdy v Za* hevg: 85 :-0 -
Davley respectivamente. En base a esta diferencia encontrada, en la respuesta especi
fica de IgA entre las dos cepas endogimicas de ratas utilizadas, se considerd que
ésta clase de respuesta se encuentra genéticamente controlada.

Nuetros resultados indicaron, que las ratas Long-Evans son altas respondedoras
para el antigeno DNP-LIS; mientras que las ratas Sprague-Dawley son respondedoras in
termedias. 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 estudid el efecto del sexo, en cada cepa, en la respuesta especifica

de anticuerpos IgA hacia DNP-LIS; y se encontrd que: j) En las ratas Sprague-Dawley,
la respuesta especifica de IgA fue significativamente mayor en las hembras que en los
machos, pero i}) En las ratas Long-Evans, no se encontraron diferencias significati

vas entre machos y hembras en su respuesta de IgA especifica.

En los grupos de ratas controles, no se encontrarcon diferencias significativas
en la respuesta de IgA anti DNP, entre las ratas Long-FEvans v Las ratas Sprague-Dawley.
Tampoco se encontrd variacidn significativa debida al sexo en la respuesta de [gh

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 especifica de anticuer
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pos IgA, en ratas, se encue ntra genéticamente controlada; ya que al:comparar la res-
puesta anti DNP de anticuerpos clase IgA entre dos cepas de ratas endogimicas inmuni
zadas con DNPQ- LIS, encontramos diferencias significativas.

Por otro lado, se observé que existe influencia del sexo en la respuesta de
IgA especifica, en las ratas SD inmunizadas con DNP-LIS, perc no en las LE. Es posible
que las hembras SD produzcan respuestas de IgA hacia DNP-LIS significativamente wavores
que los machos, debido a la accidn de genes de respuesta especifica de IgA ligados al
cromosoma X, los cuales no sufren compensacidn de Jusis. Aundue, no Se puede dascartar
la accidén de las hormonas sexuales en la respuesta de IgA. Mis adelante discutiremos
con mayor detalle este aspecto, -del efecto del sexo en la respuesta especifica de IgA.

Para averiguar si las ratas LE carecian Je genes de respuesta especifica de
IgA ligados al cromosoma X, hacia todos los antigenos, se decidié probar otros antigg
nos (DNP-OVA y DNP-Cit-c) en otros grupos de ratas Long-Fvans. Le discusidn de tales

resultados se presenta mds adelante.

II.- CARACTER DOMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE IgA ESPECIFICA, EN RATAS.

En base a los resultados anteriores, los cuales mostraban que la respuesta
de IgA especifica estd genéticamente controlada, se decidid estudiar si ia alta res-
puesta de IgA hacia DNP-LIS, encontrada en las ratas LE, se transmitia a 1la progenie
como un caracter dominante sobre la respuesta intermedia presentada por las ratas SD,
o al contrario. Para lo cual se obtuwié:en hibridos, de la cruza de hembras SD y ma-
chos LE. Los hibridos formados (SDxLE)F1 se inmunizaron con DNP44LIS. En los resultados
se puéden apreciar dos aspectos principalmente : a) Se observd que les hibridos produ-
cian altas respuesta de IgA especificas contra DNP-LIS, como las encontradas en la ce
pa paterna LE ( y en algunos casos aln mayores, sobre todo en las hembras).Por lo ante-
rior, nuestros resultados indican que: " La habilidad para generar altas respuestas es
pecificas de anticuerpos IgA, se transmite a la progenie como un caracter dominante,

en las ratas" . F!gIO 137
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Fig 10. Respuesta especifica de IgA anti DNP en
ratas LE, SD y (SDxLE)F, inmunizadas con DNP-LIS.
Se observa que la respu%sta de las ratas LE es al
ta, que las ratas SD tienen respuestas intermedias
y que en los hibridos 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 especifica de IgA en las ra
tas, se transmite de manera dominante sobre el de
respuesta intermedia. Por otra parte se observa ‘que
las hembras SD y SDxLE)F, producen respuestas de
IgA anti DNP-LIS signifiéativamente mayores a las
de Tos machos; pero en las ratas LE no se observan
tales diferencias entre sexos.
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b) Al comparar la respuesta de IgA especifica, entre machos y hembras, en
las ratas hibridas (SDxLE)Fl inmunizadas con DNPQ-LIS, se encontraron resultados simi
lares a los obtenidos en las ratas SD inmunizadas con el mismo antigeno; aunque las
diferencias entre sexos, fueron alin mis marcadas en los hibridos. Eatos resultados
que indican, que las hembras producen respuestas de IgA especificas significativa-
mente mayores a los machos, en las ratas hibridas Fl inmunizadas con mrﬁ-l.is,sugietan
que en los hibridos tambfen actiian genes de respuesta especifica de IgA ligados a X, co
mo en las ratas SD. Aunque resta explicar, cémo es que &sto ocurre, teniendo en cuenta

que en la cepa paterna LE, no existen diferencias en la respuesta especifica de IgA ha

cia DNP-LIS.
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II1.— CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgM, EN RATAS.

De manera similar, a los resultados de la respuesta especifica de IgA,
los resultados de la respuesta especifica de IgM en las ratas inmunizadas
con DNPa—LIS indicaron que: Los machos y las hembras Long—Evans produjeron
respuestas de IgM anti DNP significativamente mayores que los machos y las
hemras Sprague—Dawley, respectivamente. Entonces, la respuesta especifica
de IgM se encuentra controlada genéticamente en las ratas. Se ha reportado,
gue la respuesta T—dependiente de IgM se encuentra bajo control de genes—
Ir ligados al MHC, situados en la regién IA; por lo tanto, nuestros resul
tados estén de acuerdo con la literatura, y es probable que el loci gené

: o ; LIS
tico que controla en la rata, la respuesta especifica de IgM hacia DNP— '

también se localice en la regién IA del MCH de la rata. (9,13)

Se observd, Gue la respuesta de IgM anti DNP en las ratas controles,
diferfa significativamente entre las ratas Long-Evans y Sprague Dawley —
(p 0.03).

Al comparar la respuesta especifica de' IgM, entre machos y hembras,
en cada cepa; se enc ontrd lo siguiente: a] Tanto en las ratas LE como—

en las SD, las hembras presentaron respuestas de IgM hacia DNPIS sig—

nificativamente mayares a las de los machos. Tales diferencias seran —
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Fig. 11 . Respussta esrpam*ﬁm de Igh anti TP en
ratas LE, SO y (SDALE)F, immunizades con DNP-LIS.
Se puedie apreciar que &nm Tas matas LE com Tos
hibrides henbras gemeran alltas respuestas, mientras
que las ratas SD y los machos hibridos tiemem res
puestas intermedias. Isto imdica que el caracter
de alta respuesta especifica de Igh em ratas se
tramsmite de mamera domimante sobre el de respues
ta imtermedia en las henbras; y al contrario en -
1oz machos. Por otro Tadd se dhserva gue las ham-
bras de los tres tipos de ratas probadas presemtan
respuestas de IgW hacia DNP-LIS sigeificativamente

mayores que los neohos .
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discutidas mis adelante.
b) Ni en las ratas LE, ni en las SD controles, se encontraron diferencias

significativas debidas al sexo, en la respuesta especifica de IgM anti DNP.

Iv.— CARACTER DOMINANTE DE LA ALTA RESPUESTA DE IgM ESPECIFICA, EN RATAS.

Al determinar en los hibrides (SDLE) F, inmunizados con 0N, LIS, la
respuesta aspea‘jfica de IgM, observamos gue tales respuestas eran similares
a las encontradas en las ratas LE; es decir eran altas respuestas comparadas
con la respuesta ir;f;amledia presentada por las ratas SD. Tales resultados —
indicaron por lo tanto, cue el carfécter de alta respuesta especifica de Igt
en las ratas, se transznitia de manera dominante soore el de respuesta inter—
media. ( Fig. 11).

Los estudios de immunogenética de la respuesta inmune, han revelado gue

las respuestas de una variedad de animales experimentales se encuentran b

Jo el control de
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genes Ir dominantes o codominantes; por lo tanto, en las ratas esudiadas en el presente,
muestran:otra ejemplo de genes Ir dominantes que regulan la respuesta especifica de IgM,

(5,613%)

hacia un antfgeno T-dependiente de limitada complejidad estructural (DNP-Lisozima).

También se compararon las respuestas especificas de IgM entre machos y hem-
bras, encontrandose lo siguiente: Ennlas ratas hibridas .inmunizadas con DNP-LIS, las
hembras presentaron respuestas de IgM anti DNP, significativamente mayores a los
machos. Pero tales respuestas no mostraron var:i._acic‘m debida al sexc en las ratas contro

les.

V.- RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG ER RATAS LONG-EVANS Y SPRAGUE DAWLEY INMUNI-
ZADAS CON DNP,A-LIS.

NO se encontraron diferencias significativas entre las ratas LE y SD en sus
respuestas especificas de IzG hacia DNP-L1S, lo cual no implica que &sta respuesta
no se encuentra bajo control genético; pues existen amplias evidencias que indican que
hay varios genes dentro del co;lejo B~2, que contrclan la habilidad para producir anti

(us)
cuerpos I8G. Nuestros resultados simplemente indican, que la respuesta de la clase IgG

hacia DNP-LIS no difiere entre las dos cepas de ratas analizadas,; posiblemente ambas
cepas posean el mismo gene Ir de IgG de paja respuesta para DNP-LIS.

En la respuesta de IgC hacia DNP-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 respuesta, podrfa implicar que no existen genes Ir ligados
a X que regulen la respuesta especifica de IgG; y cabe eefialsr, que en los machos se
encontrd una tendencia no significativa (en la mayoria de los grupos de ratas immuniza
das utilizadas) a producir mayores respuestas especificas de IgG.

V1.~ RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN HIBRIDOS (SDxLE)Fl INMUNIZADOS CON DWP-LIS.

Dado que entzs- las cepas paternas, LE y SD, no se encontraron diferencias
en la respuesta de Ig§ hacia DNP-LLS5, no podemos saber cual caracter se transmite a los
hibridos de manera dominante; solo podemos decir, que la respuesta de los hibridos es

muy similar a la presentada por los padres. RQ iz
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Fig. 12 Respuesta especifica de IgG anti ONP en
ratas LE,SD y (SDxLE)F, inmunizadas con DNP-LIS.
Se observa que la respbesta de las ratas LE y SD
es baja;miéntras que los hibridos tienen respues
tas imtermedias de IgG. Por otra parte, se aprecia
que no existe variacidn significativa debida al
sexo en esta respuesta en ninguno de los grupos de
ratas probados.
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Al estudiar el efecto del sexo en la respuesta especifica de IgG, en —
las ratas hibridas (SDXLE) F1 inmunizadas con DNP-LIS, se encontrd gue no —
existe influencia del sexo en esta clase de respuesta. Estos datos concuer—
dan con los de las ratas LE y SD inmunizadas tamsbién con DNP-LIS, que fue —

ron descritos anteriormente en el presente trabajo.

vII-_ RESPUESTA ESPECIFICA DE I9A EN RATAS LONG-EVANS Y ( SDXLE) F;
MACHOS Y HEMBRAS.

Se estudid la respuesta especifica de IgA en relacidn al sexo, ent
a) Ratas Long—Evans inmunizadas can DNP-LIS, DNP-Cit—c .y ONP—OVA; y b) Re—
tas hibridas { SDxX.E) F, immunizadas con DNP-LIS, DNP-OVA, DNP=Cit—t y —
DNP-CAT. Y en todos los casos se encontrd gue las hembras producian respues—
tas especificas de IgA significativamente mayores a las encontradas en los

machos, exceptuando por supuesto las ratas Long—Evans inmunizadas con —

DNP—LIS.

Par lo tanto, nuestros resultados indican gue 1la respuesta especifica
de IgA hacia algunos antigenos T—dependientes, simples y complejos, y algu—
nos ha‘jn‘ control de genes Ir, recibe influencia del sexo en las ratas LE,SD,

y (SDxLE) Fy*



La literatura scbre la respuests de IgA en relacidn al sexo, es muy
escasa* (nicamente se ha descrito lo sigulente:

i) Se ha reportado, que la concentracifn total sérica de anticuerpos
IgA no presenta variaci6n significativa entre hombres y mujeres. [B] Ade—
mas, Nurmi T, en 1982, no encontrd correlacién positiva entre el ndmero =
de cromosomas X presentes y la concentracifn sérica de IgA {41). Aungue,
en los estudios de Butterworth ( 1967), se encontr6 que las mujeres te—
nian niveles séricos de IgA ligeramente superiores a los hombres; perd
tales diferencias enire sexos no fueron significativas. (B)

ii) Sobre la respuesta especifica de IgA en relacibn al sexo, Gnice—
mente existe el reporte de Aibender (1) 1968, el cual indica que la pobla
cidn femenina tiende a formar anticuerpos anti poliovirus tipo I de la =
clase IgA e IgG; mientras 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 carrero, tanto en secreciones como en suerp; pe—
ro la magnitud de dichas respuestas es menor a la encontrada en ratones—
normales. (30).

iv) Eskola 1983 ha reportado, gue las mujeres con delecibn del brazo
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corto del cromosoma X, tienen defectos en la funcién de linfocitos B; pues

secretan muy pocas cantidades de IgA, IgG e IgM. Ademfis, una de tales pa —
cientes del {Xp) presentaba un estado de inmunodeficiencia, con bajos nive—
les séricos de imnmonoglobulinas; y con respuestas proliferativas de linfo —

citos deprimidas a: PWM, PHA y Con A. (16).

Més adelante se describen dos posibles mecanismos, para explicar las —
mayores respuestas especificas de IgA hacia antigenos T—dependientes, pre —

sentadas en las hembras con respecto a los machos.

VIII.— RESPLESTA ESF‘EEIFIEE DE IgM EN RATAS LONGEVANS Y ( SDxLE) F,Ii =
MACHDOS Y HEMERAS.

Al determinar la respuesta especifica de IgM, en las ratas:
a) Long—Evans inmunizadas con DNP-LIS, D;\P-ENJ\ y DNP—Cit—cy
b) Hibridas {SDxLE]F1 inmunizadas con DNP—LIS, DNP—VA, DNP=Cit—c y DNP—GAT;y
¢} SpragueDawley inmunizadas con DNP-_IS...

se encontrd Gue las hembras, en todos los casos, producian respuestas
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de IgM anti DWNP significativaments mayores a los machos. 0 sea que, esta
respuesta hacia antfgenos T-Dependientes simples {NIS, Cit—c y GAT) y com —
plejos (OVA), conjugados a DNP, recibe influencia del sexo, Probablemente,—
la accién de genes de respuesta de anticuerpos IgM ligados al cromosama X,
determine las diferencias en la respuesta de IgM hacia antigenos T ceper—
dientes entre machos y hembras; en las ratas. Pues, varios autarss han re—
partado la existencia de genes irmunareguladores de la respuesta de IgM 1i
gados al cromaosama X; por ejemplo podemos citar:

i) Los estudios en humanos, indican-que los niveles séricos totales de
IgM son significativamante mayores en las mujeres gque en los hl:mbnas;- tam—
bién ze ha observado, Que existe una carrelaci6n positiva entrs el nimero =
de cromosomas X presentes y la concentracifn total de IgM. Por lo anterior,
se ha propuesto que existen genes ligados al cromosoma X que regulan la —
concentracidn de IgM sérica. (22,41,46)

ii+ En ratones, se ha encontrado que la respuesta de IgM hacia varios am
tigenos T—independientes, como son: el polisacérido del neumococo (2) ITI,
el DNA (38) desnaturalizado, el &cido poli-I: poli=C (50) y la polivinyl =
pryrrolidona (PvP) (14); es significativamente mayor en las hembras que en
en los machos S piensa que la respuesta de IgM contra los antigenos T in =

dependientes se encuentra controlada por genes ligados al cromosoma X, por

148



lo anterior; y ademds existen otras evidencias Gue apoyan esta suposicifn,
v.q. podemos mencionar gque:

a] El ratén C3A/M tiene una inmunodeficiencia redesiva ligada & X; tal —
defecto, ya ha sido mapeado (xid). E1 gen xid es el responsable de los defec—
tos inmunes encontrados en estos ratones, los cuales incluyen: bajos niveles
séricos de IgM, ausencia de respuesta inmune hacia los antigenos T indepen —
dientes tipo 2 y falta de un subconjunto de células B de madurscitn tardia.
El gen xid podria ser un gen criptico en el ratén CBA/N; y el alelo funcio—

nal de este gen, seguramente ademds de regular la expresién de los antige =

nos de diferenciazién de aparicién tardia, en las células B: Byu—3, Lyb—5,—
Lyb—? e 1aW39, sea el responsable de los mayores niveles séricos totales de
IgM y de las mayores respuestas de IgM hacia antigenos T independientas que
presentzan las hembras, con respecto a los machos. Pues las hembras, par la—
presencia de un cromosoma X mAs cue los machos, tendrian dos alelos funcio—
nales del gen xid y los machos solo wuno; claro, que esto solo puede ocurrir
en ausencia de la compensacifn de dfsis propuesta por M Lyon. (25,26,47)
b) La naturaleza del control genético de la respuesta immune ligado al =
cramosama X, es consistente con la regulacién especifica del antigeno, Vg
la cepa DBA/2, tiene una respuesta irmune zlta para poli (I): poli {C) y =
una respuesta inmune baja para DNA desnaturalizado y SIII: mientras cue la

cepa S.4/J tiene una respuesta alta nara DNA desnaturalizado y una res —
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puesta inmune baja para DNA desnaturalizado y SIII; mientras cue lz cepa
SJL/J tiene una respuesta alta para DNA desnaturalizado y una respuesta —
baja para poli (I): poli (C) y SIII Se ha descrito un sistema de aloan —
tigenos polimdrficos controlado por loci genéticos en el cromosama X, Que
se asocian a los genes de respuesta inmune ligados a X Que controlan la —
respuesta inmure hacia los antigenos T—independientes. (67)

c) En los ratones, se ha reportado gue las hembras tienen una respues—

ta primaria ( IgM} y secundaria (IgG) de mayor intensidad y duracién gue—

los machos, hacia varios antigenos T-dependientes como: la albdmina séri—
ca bovina (59), los glébulos rojos (14) y la gamaglobulina humana altamer—
te dinitrofenilada. {39] La respuesta de anticuerpos hemoaglutinantes com
tra antigenos virales y bacterianos, también es mayor en las hembras gue —
en los machos (48, 36) ( esto podria explicar el por qué las hembras pre —
sentan una mencr frecuencia de enfermedades infecciaosas). (44)

En base a las observaciones anteriores, se ha posiulado la existencia =
de genes ligados al cromosoma X, que controlan la respuesta inmune de anti—
cuer;os IgM a los antigenos T—zependientes; tales genes, podrian regular —
también la respuesta hacia otros antigenos T—dependientes como el GAT [12)
y la nucleasa del estafilococco, (43), ya Gue se he reportado gue dichas -—
respuestas muestran diferencias cuantitativas y cualitativas no asociadas—

al comple jo mayor de histocompatibilidad.
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Es probable, que los mismos loci ligados a X gue regulan la concentracion
de IgM influyan sobre la respuesta especifica de IgM, bacia los antigenos -
T—dependientes y T—independientes; aunque por lo pronto ain falta investiga-

cién al respecto.

Mis adelante, se discuten los mecanismos propuestos para explicar por cué
las hembras en el presente trabajo presentaron respuestas de IgM especificas
significativamente mayores gue los machos, contra la serie de antigenos T =

dependientes conjugados a DNP utilizados.

IX~ RESPUESTA ESPECIFICA DE IgG EN RATAS LONG-EVANS Y ( SDxLE) Fy 3 MACHOS
Y HEMBRARS.

En las ratas: a) Long—Evans inmunizadas con DN’-LIS, DNP-OVA y DNP—Cit—c;
b) Hibridaz [ SDxLE) F, inmunizadas con DNP-LIS, DNP~OVA, DNPGAT; y c) —
Sprague—Dawley inmunizadas con DNP-LIS, se encontré que la respuescta especi—
fica de anticuerpos IgG no recibia influencia del sexo, ya Que no se encon —
traron diferencias significativas entre machos y hembras en dichas respuestas.

Por lo anterior nuestros resultados indican, gue en las ratas, la respues—
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ta especifica de IgG hacia los antigenos T dependientes simples y comple—
jos probados, no .uestra variaciones significativas entre machos y hembras;
aungue en varios grupos de ratas, se observd gue los machos tendfan a pro—
ducir respuestas de IgG mayores que las hembras, pero tal variacibn sélo —
fué significativa en uno de los dos grupos de ratas Long—Evans inmunizadas

con DNP—LIS.

Las evidencias experimentales referentes a la respuesta de IgG e n rela —
cibn 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 gque no hay —
diferencias significativas entre hombres y mujeres, en cuanto a la concem
traci6n total de IgG; ( 8,22,46) y por el contrario, Nurmi encontrd una —
correlacibn positiva de éstos niveles con el ndmero de cromosomas X preserr
tes. {41)

b} Hay datos gue indican que la respuesta secundaria { '}'S} y ter —

ciaria de las hembras hacia antigenos T dependientes comple jos como BSA y—
eritrocitos, determinada par Farr y hemoaglutinacién respectivamente, es —
mayor a la de los machos. (59,14)

De lo anterior, se puede apreciar gque no se puede concluir con cer—

teza si existe o no, efecto del sexo en la respuesta especifica de IgG, ni—

si tal comportamiento de la respuesta es igual en todas las especies con
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sistema inmune desarrollado y para todo antigeno. Nuestros resultados
sin embargo indican, gue en las ratas utilizadas no hay efecto del

sex0 en l1a respuesta especifica de IghG 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 mds sensible y especifico que los =

métodos utilizados en ratones para cuantificar Ig3.
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X.~MECANISMOS PROPLESTOS PARA EXPLICAR LAS DIFERENCIAS ENTRE MACHOS Y

HEMBRAS, EN LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA e IgM; EN RATAS.

Para explicar porgué las respuestas especificas de anticuerpos IgA e
IgM fueron significativamente mayores en las hembras que en los machos; en
los grupos de ratas Long— Evans, Sprague—Dawley y ( SDxLE] F1' inmunizados
con los ya citados antigenos T-dependientes conjugados a ONP, se proponem

los siguientes mecanismos:

a) Las diferencizs entre machos y hembras en sus respuestas inmunes —
especificas de IgA e IgM, pueden deberse a la accifn de genes de respuesta
de IgA e IgM respectivamente, ligados al cromosoma X. Pues, las hembras —
por la presencia de dos cromosomas X tendrian una doble dbfsis de éstos ge—
nes inmunareguladores, en relacién a los machos, y por lo tanto formariam
respuestas de IgA e IgM especificas mayorss que los machos.

Para gque la suposicifn anteriar sea vélida, debemos asumir que la hi—
potesis alternativa de LYON es correcta; es decir, que existen loci en el—
cromosoma X inactive de las hembras que no sufren compensacifn de dbsis y—
que los genes que regulan la respuesta de IgA e IgM hacia los antigenos T—
dependientes, en la rata, se localizan en alguna de éstas 4reas sin inacti—
vacién. (33,37,40)

b) E1 siguiente modelo, se apoya en lis evidencias cbtenidas de los —

trabajos realizados con ratones CBA/N, que presentan el gen xid { ¥ chro =



mosome linked inmunodeficiency gene)). Como ya se mencion6, los ratones
con el gen xid carecen de un subconjunto de cédulas B de maduracién tar
diz en el cual se expresa el antigeno IaWw39. El1 aloantigeno IaW39 es =
codifiaada par la subregidén I—A del complejo genético H=2; y su expre —
sidn es controlada por un gene localizado en el cromosoma X. Por otra =
lado, la respuesta contra insulina en ratfn B-2 depende de la expresidm
de IaW39 en los macréfagos (Mp ). Se ha propuesto que la maduracién fun
cional y la ad guisicién de los antigenos Ia por los macrofagos presem—
tadores de antigeno, se encuentra bajo la influencia de genes ligados a—
X. 5i ésta Gltima suposicibn es carrecta, y la hipbtesis alternativa de—
Lyon también; entonces podemos explicarmos por qué la respuesta especifi
ca de IgA e IgM hacia los antigenos T dependientes, de las ratas hembras
de este trabajo, fué mayor a la de los machos. Pues, par la accibn de
genes como el alelo funcional del gen xid, localizados en el cromosoma X
de las hembras, éstas tendrian una mayor expresifn de antigenos Ia en la
superficie de sus macréfagos; y por lo tanto sus respuestas especificas
de IgA e IgM serian mayores que en los machos.

Otras evidencias que apoyan este modelo, son los reportes gue indi —
can que los macr6fagos de las hembras tienen mayar actividad fagocitica—

y“mayor eficiencia en la presentacién del antigeno que los macr&fagos de

lo s machos. (54, 55, 63).
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Este modelo que propone la existencia de genes que regulan la cxpre—
5idn de antigenos Ia en la membrana del macrtfago localizados en el cro —
mosoma X, no explica par que’no se encontraron diferencias significativas
también, en la respuesta de IgG especifica entre machos y hembras. Aungue
podriamos apoyar nuestros resultados, en la observacifn de Diana Popp gue
dice que los niveles de IgG en el ratén son controladaes independientemerr—
te de la regulacibn de IgA e IgM; y que éstas dos Gltimas inmunoglobuli —
nas son reggladas por un mismo loci genético. Claro, gue no hay gue olvi=
dar gue en el presente trabajo determinamos respuestas especificas de i

munoglobulinas; y no niveles totales de Igs. ( Tomado de 9)

Los dos modelos anteriores son genéticos, pero tambifn las hormonas
sexuales esteroides podrian influir en la respuesta especifica de IgA e
IgM; pues existe gran namero de evidencias que indican que las diferen =
cias existentes entre machos y hembras en su sistema inmune, estén deter—

minadas por sus diferencias hormonales.

Claro cue tampoco se puede descartar la posibilidad de que ambos me~
canismos; hormonales y géméticos ligados al cromosoma X, actdan sobre el™
sistema inmune y son los responsables de las diferencias encontradas en el

presente trabajo en la respuesta especifica de IgA e IgM entre ratas machos
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y hembras.

A continuacitn se citan las evidencias Gue apoyan la accifin de las
hormonas en sistema inmune:

c} Se ha reportado, que las hormonas femeninas al contrario de las
masculinas incrementan las respuestas inmunes especificas: humaral, ac—
tividad de cédulas T cooperadoras y citotfxicas y la actividad presenta
dora del antigeno de los macréfagos.

Las hormonzs masculinas sugrimen la produccidn de anticuerpos; ade—

més los machos castrados presentan respuestas irmmunes especificas compa—

rables a las de las hembras hacia antigenos T independientes y T deperr —-

dientes. Las hormonas masculinas, también inhiben la produccién de auto—
anticuerpos. (14,21,53)

En base a estas evidencias, podemos explicarmos par qué las hembras
produjeron respuestas IgA e IgM especificas significativamente mayores —
que loszmachos, hacia una serie de antfigenos T dependientes.

d} Por otro lado, se ha reportado que la testosterona inhibe 1 =
produccion de IL 2 en c€lulas-de bazo, La IL2 es un factor que podria —
contribuir a la respuesta inmune aumentada presentada por las hembras =
( con respecto s los machos).

Para producir IL2 los linfocitos T Lyt-1+2_, deben interactuar —

con macréfzgos que expresen el zanticeno Iz o con el medidor IL 1.
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Entonces, si los genes ligados a X aumentan la expresidn de los antigenos Ia en
1a superficie de los macrdfagos; podemos suponer que como resultado de un aumen
to en la produccidn de IL-2 las hembras generen mayores respuestas inmunes espe
cificas. (63)

Otro mecanismo para explicar las mayores respuestas de IgA especificas en_
contradas en las hembras respecto a los machos, es el siguiente:

e) Las hormonas femeninas como estrdgenos y progesterona, producen un
aumento en la expresion de antfgénos Ia en las células epiteliales(3l). Ls anti
genos Ia en éstas células pueden influir en la maduracidn preferencial de linfo
citos B productores de anticuerpos IgA. por lo que las hembras como resultado de
una mayor expresion de antigenos Ia sobre las células epiteliales, tendran un
mayor nimero de células productoras de anticuerpos IgA y consecuentemente mayo_
res titulos de anticuerpos de esta clase. este mecanismo, permite explicar por
qué no hay diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos IgG entre
machos y hembras, ya que ésta respuesta no se encuentra relacionada con la pre-
sencia de células epiteliales que expresan antigenos la.




CONCLUSIONES .

Los resultados presntados en éste estudio, aportan mayores bases a favor de
la hipotesis que sugiere gque las diferencias en cuanto a longevidad y susceptibilidad
a enfermedades infecciosas, existentes entee machos y hembras, se deben principalmente
a que el sistema inmune de las hembras es superior al de los machos; a causa de una do
ble dosis de genes inmunoreguladores ligados a X, en relacidn a los machos y por las
diferencias hormonales existentes entre machos y hembras.

En resdmen nuestros resultados indicaron lo siguiente:

1) La respuesta especifica de anticuerpos IgA en las ratas se encuentra
genéticamente controlada; y el caracter de alta respuesta se transmite a la progenie
de manera dominante, sobre el caracter de respuesta intermedia.

2) La respuesta especifica de IgM mostrd diferencias entre las dos cepas de
ratas endogamicas utilizadas y por lo tanto nuestros datos dan mayor apoyo a los re-
portes que indican que ésta tespuesta se encuentra genéticamente controlada. Se carrobo
ro también que el caracter de alta respuesta se transmite dominantemente sobre el de
respuesta intermedia.

3) La respuesta especifica de IgG hacia DNP-LIS, no mos§rd diferencias sig
nificativas entre las ratas Long-Evans y Sprague-Dawley.

RESPECTO AL EFECTO DEL SEXO EM LA RESPUESTA ESPECIFICA DE IgA,'IgM e IgG se
encontrg que:

4) La respuesta especifica de IgA hacia varios antigenos T dependientes fue
significativamente mayor en las ratas hembras que en los machos, (Exceptuando la res
puesta a DNP-LIS de las ratas Long-Evans).

5) En todos los grupos de ratas utilizados, la respuesta especifica de IgM
hacia los antigenos T dependientes conjugados a DNP fue significativamente mayor en las
hembras que en los machos.

6) La respuesta especifica de 1gG no mostrd influencia del sexo en las ratas
immunizadas con Tos antigenos T dependientes conjugados a DNP utilizados: QVA, LIS, Cit-c
GAT ; aungue en un grupo de ratas LE inmunizadas con MP4—LIS tal respuesta fue
significativasente mayor en 05 machos.
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Se proponen mecanismos genéticos y/o hormonales para explicar la variacién de-
bida al sexo de las respuestas especificas de anticuerpos IgA e IgM. Pero cabe
mencionar, que las bases para explicar este fenomeno, son adn inciertas; debi-
do a que el estudio del sistema inmune en relacidn 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, 1gG 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 soloc las miveles séricos
de IgM son influenciados por el cromosoma X; y que no existe diferencia signifi
cativa entre sexos, en cuanto a los niveles de IgA e IgG.De ser asi, entonces
podriamos pensar que existen genes ligados a X que regulan las respuestas espe
cificas de Igh , pero no influyen en los niveles séricos totales de IgA.

B) Seria interesante también determinar la respuesta de IgA, IgM e IgG ha-
cia antigenos T-dependientes, en ratas tratadas con hormonas sexuales y castra-
das, de ambos sexos. De esta manera ampliariamos el estudio de 1a 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 especifica
de cada clase de inmunoglobulina.

C) Son muchos los estudios posteriores al presente que se pueden proponer,
aunque yo dé dnicamente tres sugerencias. El tercer proyecto que propongo, es el
de estudiar la respuesta especifica de las diferentes clasees de inmunoglobulinas
en otras especies animales; incluyendo aves y reptiles.

FIN
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