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INTRODUCCION.

Los ratones desnudos at{micos nu/nu, son una mutante espont§
nea de los ratones Balb/ci. Esta cepa atrajo la atencidn de
nuxerosos investigadores que vieron la oportunidad que la na
turaleza proporcionaba, para eaplear un animal con deficien

cia congénita de timo?3

» en la realizacién de estudios diri
gidos a valorar de forma directa la influencia timica sobre

las respuestas inmunes celular y hunora11'4.

Inicialmente se encontrd que los ratones homozigotos nu/nu
presentaban deficiencia en su mecanismo de inmunidad celular,
lo que permitid asocliar esta alteracién con su mayor suscep
tibilidad a las infecciones, en comparacidn con los ratones

Balb/c noznalels.

Existen antecedentes en relacidn con la presencia de vestigios

tinicos® y células precursoras de linfocitos T en los ratones

7,8

desnudos nu/nu’'", La determinacién de estas células precurso

ras se ha realisado por medio de cultivos celulares 9 Yy esgi



mulos espec!ficoslo.

En este trabajo se encohitrd que en los ratones nu/nu existen
linfocitos esplénicos con capacidad para formar rosetas direc
tas con eritrocitos de carnero (EC). Esta prueba es especi{i
ca para revelar un marcador de superficie que estd presente
en los linfocitos T. Ademas se observd que el niimero de linfo
citos con esta caracteristica, fue menor que el enqonttado en

los ratones heterozigotos nu/+ y Balb/c normales,



ARTECEDEBTES «

La icounidad es la capacidad de un individuo para resistir la
agresidén de microorganismos potencialmente perjudiciales y for
msa parte de sus sistemas de defensa. Estos se dividen en espe
cificos e inespecificos. Los primeros son los mecanismos inmu
noldgicos propiamente dichos y los constitdyen: la insunidad
celular y la humoral. Entre los inespec{ficos se tienen las ba
rreras aratczofisioldgicas del organismo (piel y faneras), la

fagocitosis, el interferbn y el complenentoll'lz.

Los linfocitos y sus células precursoras, estan involucrados
en laa respuestas inuunes humoral y celular, se producen en qé
dula &sea y de ah{ son transportados a través del sistema cir
culatorio a todo el organismo. Existen depSsitos de linfocitos
y de sus precursores en gitios como el timo, ganglios 11nf$q&

cos, bazo y al!gdalaslz’ls.

3

El timo es el 8rgano central del sisteaa linfoide®. Se le con

sidera respoansable de la capacitaci&n de las subpoblaciones de



linfocitos T efectores de la respuesta inmune celular2’5’7’1°'1‘.

Adenfs, existen antecedentes de que el timo y/o células T son in
dispensables para la capacitacién, maduracidn y activaciSn de

las células B, que constituyen los linfocitos efectores de la

respuesta inmune hunoral4'15-17.

La integridad de la respuesta inmune, tanto humoral como celu
lar y la cooperaci&n de los macrdfagos con los linfocitos T Yy
By son esenciales para mantener un vigoroso sistema de defensa
contra clertos virus, bacterias y hongos. Ademas la respuestaa

inaune celular participa en las reacciones de injerto contra

huésped y en la proteccién contra el cancer??18,

Existen diversos métodos para el estudio de los mecanismos de

19=26

defensa espec{ficos o La respuesta inmune celular se valo

ra entre otros métodos, mediante pruebas de hipersensibilidad
retardada hacia diversos antigenos (candidina, PPD, varidasa,

coccidioidina e hiatoplasmina)zl; factor inhibidor de migracién

23,26

de macréfagos (HIP)24; pruebas de citotoxicidad s cultivo

1

de linfocitos, para inducir su transformacifn blastoide 9; por



formacidn de rosetal-szoo Con el empleo de anticuerpos monoclo
nales se caracterizan antigenos selectivos de superficie de

las diferentes subpoblaciones de linfocitoszs.

Para la valoracién de la inmunidad humoral, los métodos emplea
dos mis comunmente son: determinacién de irmunoglobulinas (por
electroforesis, inmunodifusidn radial simple e inmunoelectrofo
resis)ls. Asi como también por la precencia de linfocitos B,
identificados por marcadores de superficle (receptores para in
munoglobulinas G, A Y M) para lo cual se utilizan procedimien
tos con inmunofluorescencia y rosetas-EAzz. O bien, por la pro
duccién de anticuerpos especificos mediante la prueba de Cunnig

ghan para células formadorzs de placa de hemd11isis?’,

Para determinar las caracter{sticas de los linfocitos T y B,

existen diversas pruebas a nivel de marcadores de lnperficiezz'

28. Entre estas sa cuenta con la formacidn de rosetas directas
(rosetas-E) e indirectas (rosetas—EA). Las primeras resultan

de la interaccidn directa de los linfocitos T con eritrocitos

de carnero (EC) y las segundas por la interaccién mediada por




" anticuerpos éontra EC. El criterio para determinar la forma
cién de ambos tipos de rosetas, se basa en que los linfocitos
con capacidad para formarlas, deben tener adheridos a su su

perficie un afnimo de tres £c20129,30

El significado funcional de la capacidad de los linfocitos pa
ra formar rosetas-E no es claro. Pero el método se ha enplqg
do como indicador de la heterogeneidad de los linfocitos en
varias especies de namiferosal. Las rosetas-E son el resulta
do de la interaccidn entre un determinante de la superficie
del EC y un ;eceptor especifico de la superficie de los linﬁg
citos alin no caracterizado completamente. La reaccion depende

* y ug**) y estd influenciada por

de cationes divalentes (Ca'
la temperatura y el pH. También se requieren linfocitos via
bles f metabblicamente activos>2. Este fenfmeno constituye un
marcador exclusivo de los linfocitos T, ya que los B no forman
rosetas de manera espontanea con los EC3 sino con EC previaneﬂ

te tratadou.con anticuerpos especificosao.

Las rosetas-E que se obtienen al interaccionar directamente lin




PILIOTZC.

focitos T con EC, en medio de cultivo 1fquido, presentan dos

variantes: activas y tardfas. Las rosetas-E activas o tempra
nas, se forman después de incubar los linfocitos y los EC du
rante 15 min a 37°C, los linfocitos que se identifican de es
ta manera se sabe que estan intimamente relacionados con los
linfocitoz que participan en la respuesta insune celular in

vivo (pruebas de hipersensibilidad retardada)33

Las rosetas-E tard{as se forman después de dos per{odos de
incubacidn de la mezcla de linfocitos T coa EC. Uno a 37°C
por 15 min y otro a 4% por 16 horas. De esta manera se idea

tifican las subpoblacioaes de linfocitos T (cooperadores, su

presores, citotdxicos y null) que tienen la propiedad de un{g

se con EC & temperatura baja y en mayor tienpozo’az.

Los resultados e las rosetas-E, se informan como porciento
de linfocitos formadores de rosetas-E activas o tard{as, se
gﬁn el caso. La suma de ambas poblaciones representa gl por
clento de los linfocitos T existentes y se sefialan como por

ciento de linfocitos formadores de rosetas-E totaloss‘.

e




En cuanto a los linfocitos B, que soh los productores de anti
cuerpos (inmunoglobulinas) que constituyen el sustrato quimi
co de la respuesta inmune humoral, se detectan entre otros qé
todos por medio de la formacidn de rosetas indirectas (rosetas
«~EA)s Esta clase de rosetas se forman entre linfocitos B y EC.
Los EC se tratan previamente con suero anti-EC y se tienen en
tonces EC recubiertos de anticuerpos (EA). Los EA se mezclan
con los linfocitos B y se incuban a 4% por una hora. Los EA
se unen con el receptor especifico del linfocito B para el
fragmento Pc del anticuerpo que recubre al EC (IgG). El por
ciento de rosetas-EA representa el total de linfocitos B exis

tentes en la muestra analizada29’3°.

Por otra parte, los ratones en general se emplean como modelos

experimentales en miltiples estudios 1nnunol£gicosl’35

o Las po
blaciones de linfocitos T y B murinos, por microscopfa de 1luz
son indiferenciables. Para caracterirzarlos se utilizan métodos
inmunoquimicos para revelar marcadores de supsrficie de cada
subpoblacidn linfoide. Los linfocitos T de ratdn contienen en

7,14

su superficie antigenos Thy y Ly e £n cambio los linfocitos

- e il — o ——




B presentan el anfigeno MBL e lnaunoglobulinas en su superfi
cie. Para revelar dichos marcadores, se emplean métodos de
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales. As{ mismo,

los linfocitos surinos se diferencian por su czpacidad funcio

1

nal. Los linfocitos T por pruebas de citotoxicidad 4 y cultl

21

vos con estimulos mitogénicos“" y los B por su capacidad para

27,36,37

formar placas de hendlisis . Existen pocos estudios de

los linfocitos de ratdén que tienen la capscidad de formar o

31,38

setas dirsctas e En casbio la prueba de rosctas 1nd1:qs

tas para linfocitos b murinos s2 ha eapleado extensa-entezz.

Los ratones, al igual que otras especies, incluyendo al huma
no, presentan esquemas de inmunodeficiencias. Flanagan en 1966
describi8 una mutante espontanea de los ratones Balb/c y la
designé con el simbolo nu. Los ratones homozigotos nu/nu tie

nen la caracter{stica de carecer de pelo. Inicialmente se pen

85 que carec{an de timo, por lo cual se les conoce como ratones

at{aicos!

. En observaciones posteriores se encontrd que poseen
rudimentos timicos y prasentan deficiencia en la respuesta in

®une colnlars, la cual origina mayor susceptibilidad a las in

. B cadrn wdftn cmm W e e — - —




10

fecciones por bacterias, virus y hongos, que normalmente son
toleradas por los ratones normales. En cambio los ratones he
terozigotos nu/+ Balb/c, no tienen deficiencia timica, ni al

teraciones inlunol6qical"39.

Los ratones nu/nu se han utilizado como modelo natural para
estudiar la participacidn del timo en la respuesta inmune q&
rigida contra bacterias, virus, hongos, transplantes y tugg

1'5. Este modelo se semeja al obtenido experimentalmente

res
con ratones timectomizados neonatalmente, tratados con inyg
nosuprasores, mediante radiaciones o con sueros antitimoc!ﬁi
cos o antilinfoc{ticos. Pero sin los problemas adicionales
que se presentan al emplear algunos de estos procedimientos,
que provocar alteraciones generales en los anin;les, por no
estar dirigidos espec{ficamente a una poblacidén celular. Es
to hace que los estudios en los ratones ati{micos nu/nu ten
gan mayor relevancia, por la valoracidn directa de la Lnflug&
cia del timo sobre las respuestas inaunes, tanto humoral como

celularlso



1l

Los ratones desnudos nu/au carecen de timo y sin embargo, se

seilala que su respuesta iraune humoral es nornalls. Esta in

formacidn en cierta forma, esta en oposicidn con lo seilalado

en relacidn con ia participacidn del timo en la regulacién de

9,16,37,40

1ss células B e Aunque parece ser que los vestigios

timicos ¢ algunas células precursoras de los linfocitos T,
sOG los responsables de la normalidad de la respuesta inaune

humoral, que se ha descrito en los ratones nu/nu6’1°'39'41.
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HIPOTESIS.

Los ratones desnudos atimicos nu/nu tienecn linfocitos esplé
nicos, capaces de formar rosetas-E con eritrocitos de carne

-
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OBJETIVO.

Este trabajo tuvo por objeto determinar la existencia de linfo

citos T y B, por medio de las pruebas de formacidn de rosetas

Andirectas y directas en los ratones at{micos nu/nu y en los

ratones heterozigotos nu/+ y normales Baldb/c.
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MATERIAL Y METODOS.
Se utilizaron tres grupos de 20 ratones machos cada uno, de
3 a 4 meses de edad, con un peso promedio de 22gj de las ce
pas nu/nu, nu/+ y Balb/c.

Reactivos:

Solucidn de Alsever:

Glucosa 20,50 g
Citrato de sodio 8,99 g
Acido citrico 0.55 g
Cleruro de sodio 4.20 g
Agua 1000.00 ml
pH 6.1

Piltracidn estéril con filtro Millipore de 0.22 micras,

Solucibn amortiguadora Salina-Fosfatos (PBS), pi 7.2

Cloruro de sodio 8.50 g

. Gl AL 8 . s Gt m W & ke i e B . & o




Posfato de sodio mo
nobasico 13.79 g
Fosfato de sodio di
basico 14.10g

Agua 1000.00 m2

Solucibn de Picoll-Hypaques

Hypaque al 30% (Dia

trizoato de sodio,

(Sydney Ross Co.) 20,00 ml1
Ficoll al 9% 50.00 =1
(PM 400000 Pharmacia)

Densidad: 1,079,

Hedio de Cultivo McCoy's (GIBCO).

Suero de Termera Fetal (GIBCO).

15
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Obtencién de linfocitos de bazo.

42

Los ratones se descerebraron y se les extrajo el bazo "o Este

se homogeniz8 en solucidn amortiguadora salina-fosfatos, 0.l ﬁ.
PH 7.2. Los linfocitos se separaron en un gradiente de densidad
con Picoll-ﬂypaque‘s. Se contaron las células en clmara de Neu

bauer y se llevaron a la concentracién requerida para la forma

ci6n de rosetas-E y rosetas-EA.

Obtencidn de eritrocitos de carnero.

De un carnero se extrajercn 10 ml de sangre por puncién de 1a
yugular externa. La sangre se depositd en un tubo que contenfa
un volumen similar de solucidn de Alsever (anticéagulante Y
conservador). Estos EC se conservaron a 5% y se utilizaron du
rante cuatro semanas y fueron renovados cuantas veces fueron

necesarias.

FTPE
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Obtencidn del suero anti-eritrocitos de carnero.

El antisuero contra EC se obtuvo por inmunizacién de un cone
jJo con 1 ml de EC concentrados, que se inyectaron por via in
traperitoneal secasalmente, durante cuatro semanas. A la quin
ta semara se extrajeron 20 ml de sangre del conejo, por pun
c16n cardfaca. El suero se separd por centrifugacidn, el cual
contSiene los anticuerpos contra los EC. El suero se inactivd
por calentamiento a 56°C durante 30 min, para inhibir la ac
ci1én del complemento a través del componente C3. Se deternind
la dilucién subaglutinante (1:252) para los EC, que se utili
328 posteriormente en la prueba de formacién de rosetas=EA. El
sueco fue almacenado en varios tubos y se conservd a -4°C pa

ra su uso.

Pormacidn de rosetas:

En los tres grupos de ratones se determinaron los linfocitos

esplénicos capaces de formar rosetas directas e indirectas con

_—— . — . 4 Tm e



18
ECe El método que se emple§ fue el descrito por Senenznto29
- para rosetas-E activas y el de vybranao para rosetas-E tog:
les. Los linfocitos formadores de rosetas-EA (indirectas),
se determinaron por el método de Jondalzo. En este trabajo se
utilizaron como se indica anteriormente, linfocitos espléni
cos murinos, en lugar de linfocitos humanos, como ocurre en

los métodos mencionadcs.

Basicamente los maétodos consistieron en lo siguiente;

Rosetas directase.

Las rosetas-E activas se obtuvieron al poner en conrtacto 5 ul
de EC al 50%, con 7.5 x 105 linfocitos murinos esélénicos, de
esta manera se obtuvo una proporcidn de 25 a 1 respectivamen
te. Se resuspendieron en medio de cultivo McCoy's adicionado
con 10X de suero de ternera fetal (SPT) y se incubaron a 37%
por 15 min. Las rosetas-E totales se obtuvieron por un proce
dimiento similar al anterior, sélo que ademis de la incubacién

a 37°b, se incubaron después a 4°c durante 16 hr, La valoracidn

- v te v shanma
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se hizo por cuenta diferencial en wicroscopio de luz con el ob
jetivo 40X. Se considerd como roseta, el linfocito que teniz
unidos a su superficle tres o mas eritrccitos de carnero. Se
contaron 300 linfocitos y se diferenciaron los que formaron rosetas
-E. Se reportaron como porciento de linfoccitos formadores de rose

tas-E activas o totales, segin el caso.

Rosetas indirectas.

Para la determinacidén de los linfocitos formadores de rosetas-EA
los EC se incubaron con el antisuero contra eritrocitos de car
nero diluldo 1:252, durante 15 min a 37°C. Se lavaron dos ve

Ces en PBS. Los EC recublertos de inmunoglobulinas G (IgG) se
pusieron en contacto con los linfocitos esplénicos en una propor
cién de 1:25 (5 ul de EA al SOX y 7.5 x 105 linfocitos). Se resus
pendieron en medio de cultivo de McCoy's, adicionado coa 10% de
8FTy en un voluazen de 1 al. Se incubaron a 4°C durante 1 hora.

El criterio para considerar las rosetas-EA fue el aismo que se
utilizd para las rosetas-E. Las rosetas indirectas, fueron repor

tadas como porciento de linfocitos formadores de rosetas-EA.

TR e il B e B S 3.1 M YL, 3L SR SMA
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o8 Fesultados se analizaron mediante la prueba "t" de Student.
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RESULTADOS .
Rosetas directas.

En las Tablas 1 y 2 se observa que los linfocitos formadores
de rosetas-E, tanto activas como totales, en los ratones nu/nu
se encontraron disminu{dos (p<+001) en comparacidn com los de

los ratones Balb/c y nu/+e.

Rosetas indirectas.

En la Tabla 3 se muestra que los ratones nu/nu tuvieron dis
minuf{da la subpoblacidn de linfocitos B, ya que las cifras de
linfocitos formadores de rosetas-EA fue menor que en los rato

nes Balb/c (P<.00l) y en los ratones nu/+ (n.s.)e

5% ]
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TABLA 1. PORCIERTO DE LINFOCITOS FORMADORES DE
ROSETAS=E ACTIVAS.

CEPA % ROSETAS=E ACTIVAS PRUEBA "tr wpn

1 BALB/c X 10.85 lvs 2 ns
+ 3.55

2 NU/+ X 8.30 lvs3 <001
:- 5- 31

3 NU/NU X 1.75 2vs 3 . <.001
: 1.32

X « PROMEDIO DEL PORCIENTO DE VEINTE CASOS.
4 = DESVIACION ESTANDARe.

nss NO SIGNIFICATIVA.

-
L4




TABLA 2. PORCIENTO DE LINFOCITOS FORMADORES DE
ROSETAS-E TOTALES.

CEPA % ROSETAS-E TOTALES PRUEBA "t® "p=

3 BALB/c X 13.45 1vs 2 as
: S.67

2 NU/+ X 17.50 1 vs 3<.001
+ 10.90

3 W/Ww b4 2.45 2 vs 3<.001
+ 1.32

LS QS N

£ = PROMEDIO DEL PORCIENTO DE VEINTE CASOS.
% = DESVIACION ESTANDAR.

RS = NO SIGNIFICATIVA.

1ae

P
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TABLA 3. PORCIENTO DE LINFOCITOS PORMADORES DE
ROSETAS=EA.

CEPA % ROSETAS-EA PRUEBA "tr npw

1 BaLB/c X 15.80 l1vs 2 ns
x 3.17

2 NU/+ X 15.10 lvs 3 < .001
*+ 8.90

3 /N0 X 11.00 2vs 3 . ns
£ 4.06

= PROMEDIO DEL PORCIENTO DE VEINTE CASOS.

»l

= DESVIACION ESTANDAR.

1+

ns = NO SIGNIFICATIVA.

3
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DISCUSION.

Este trabajo permitid saber que por medio de la prueba de for
macidn de rosetas-E, se pueden detectar linfocitos esplénicos
murinos, con caracter{sticas de linfocitos T. Esto es, que pre
sentan receptores para eritrocitos de carnero, lo cual cons;&
tuye una peculiaridad de los linfocitos T que ha sido poco es
tudiada en tatone:al'ss.

En relacién con las cifras de linfocitos formadores de rose
tas-E en los ratones desnudos nu/nu, se encontrd que sdlo el
1.75% y el 2.45% de linfocitos esplénicos tuvieron la capaci
dad de fo:mar roseatas-E activas y totales respectivamente,
Este resultado llamd la atencidn, ya que tedricamente deberia
detectarse la tctalidad de la poblacién de linfocitos T por
estos métodos, que corresponde aproximadamente al 50% de los
linfocitos esplénicos totales“. Sin embargo, los resultados
aqui obtenidos estin acordes con etros informados anteriormen

te en ratones deandos“, aunque eamplean otros métodos para

sa

e W .
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la valoracidn de linfocitos T, como son la presencia de ant!qs

nos de superficie Thy7’14.

Por otra parte, cuando se determinan rosetas-E en linfocitos
humanos de sangre periférica, existe una amplia variacién en
los resultados (5%-80%) debido a que existen diversas variantes
y modificaciones de los métodos para la determinacidn de rose

tas-Eaz’aa.

Cabe sefialar que el resultado de rosetas~E en los ratones nu/
nu, fue significativamente menor ( p<.001) que en los ratones
nu/+ y Balb/c, en los cuales se detectaron respectivamente el
10.85% y el 3,30% de rosetas-E activas y el 13.45% y el 17.50%
de rosetas-E totales. Este resultado confirma la existencia de
linfocitos T o células precursoras de ellos en ratones nu/nu‘s.

Los cuales sin recibir la influencia normal del timo, tienen

la capacidad de unirse directamente con los EC.

La eleccifn del método de formacion de rosetas-E para determinar

pream s acas R
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a los linfocitos T o células precursoras de ellos, en los ra
tones nu/nu, obedecid a que han sido emple=ados otros métodos
para el estudio de linfocitos T murinos. Entre estos métodos
se encuentra el cultivo de linfocitos estimulados con uit&q:
nos y los resultados se interpretan de manera similar a los

obtenidos en humanos, De esta manera, la capacidad de trans
formacién por mitSgenos, la comparten los linfocitos T huma

nos y los de raténl.

As{ mismo, se considera como marcador de superficie de los lin
focitos T humanos la capacidad de formar rosetas-szz. En base
a esto, se pensd que si los linfocitos murinos tienen la capa
cidad de‘proliferar mediante estimulos mitogénicos, de la lgi
ma manera que los linfocitos humanos. También tendxfan la ca
pacidad de formar rosetas-E. Esto quedd de manifiesto con los

resultados del presente trabajo.

Con referencia a la capacitacién de los linfocitos B de los ra
tones nu/nu, se puede seflalar que es multifactorial, dado que

los linfocitos con caracter{sticas de T detectados por la prue

P A O T
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ba de formaciln de rosetas-E, son escasos en los ratones nu/nu,
otros factores timicos o extrat{micos son los responsables de
la-capacitac16n de los linfocitos B. Ya que aun cuando esta sub
poblacién de linfocitos se encontrS numéricamente disminuida,

funcionalmente desempefla su actividad normal en la respuesta %E

mune humoral de los ratones desnudosls’zz.

— . ema— F 2R L
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CONCLUSIONES.

1. Los ratones desnudos nu/nu contienen linfocitos esplénicos
con capacidad para unirse directamente con eritrocitos de car

nero, formando rosetas~E activas y totales. Esto constituye N

una propiedad espec{fica de la membrana linfocitica que los

¢
identifica como linfocitos T. i
R |
1
{
1
2. El nfimero de linfocitos esplénicos, formadores de rosetas-E
de los ratones desnudos nu/nu, resultd significativamente menor 4
que en los ratones heterozigotos Balb/c nu/+ y Balb/c normales,
3. Los ratones nu/nu tuvieron también disminuida la cantidad de ’

linfocitos formadores de rosetas indirectas, en coaparacién con

los ratones nu/+ y Balb/c.

4. Los ratones desnudos nu/nu tienen deficiencia cuantitativa l

de linfocitos T Yy linfocitos B.

@
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