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RESUMEN

Se estudia la influencia de la edad y la raza en la capacidad de respuesta
inmunitaria de ratones de laboratorio. Los pardmetros investigados fueron:
respuesta de leucocitos peritoneales (numero total y porcentaje de fagocitos)
al estimulo inflamatorio debido a la inyeccidon intraperitoneal de una bacte-
ria patogena gram negativa (Yersinia enterocolitica), y la respuesta de cé-
lulas formadoras de anticuerpos hemoliticos (de la clase IgM) en el bazo y
titulos séricos de hemaglutininas totales y resistentes al 2 Mercaptoetanol
de ratones inmunizados previamente con hematies de carnero.

Se observaron claras diferencias de respuesta entre ratones de diferente
edad y raza, y se evalia la influencia de ambos factores en los mecanismos
inmunitarios.

SUMMARY

The influence of factors as, age and the strain of the experimental mice
on some parameters of the immune response is described. The response of
Peritoneal leukocytes (Total number and phagocytic ability) to inflammation
induced by intraperitoneally injection with a gram negative pathogenic bac-
terium, Yersinia enterocolitica; and both the response of hemolytic antibody
(IgM) forming cells in spleen and the hemagglutinin titters in serum of mice
immunized previously against sheeps red blood cells were examined.

Differences in the immune response of mice from several ages and strain
are observed.
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INTRODUCCION

En los animales superiores la defensa inmunitaria descansa en
poblaciones de células especializadas que proceden de la médula
roja de los huesos largos, y en sistemas bioquimicos, en su mayo-
ria de origen enzimatico cuyo principal representante es el Com.-
plemento. Los muy diversos mecanismos que forman parte del
Sistema Inmune estan intercorrelacionados y somestidos a comple-
jas regulaciones que, en ultima instancia, vienen codificados por
el genoma del organismo. Sin embargo, el potencial actual que
presenta un organismo determinado y su capacidad defensiva in-
munolodgica depende en gran medida de factores no genéticos que
contribuyen a la expresion del fenotipo.

Podemos considerar dos tipos de factores que influyen en la
expresion de los mecanismo inmunitarios: factores endodgenos,
propios del individuo, y factores exogenos. Entre los primeros figu-
ra la especie, raza y sex0 del individuo, factores todo ellos codifi-
cados genéticamente y ligados directamente, en el caso de especie
vy raza, ccn la presencia de determinados haplotipos de genes res-
ponsables de la inmunidad (1, 2, 3). La influencia del sexo puede
ser, por el contrario, indirecta, por medio de influencias hormo-
nales (4). También la edad es un factor endodgeno capaz de influir
en el estado inmunitario actual de un individuo (5). Ya que nos
referimos a individuos normalmente constituidos, no incluimos
entre los factores enddgenos la presencia de posibles anomalias
genéticas con tracendencia inmunologica. Entre los acontecimien-
tos exdégenos, cabe citar los posibles contactos con microorganis-
mo (no necesariamente patogenos), poseedores de propiedades in-
munomoduladoras, ejerciendo ya sea supresion, ya potenciacion
sobre algunos mecanismos inmunitarios (6). Otros factores exdge-
nos de gran importancia son: el estado nutricional del indivi-
duo (7); factores ambientales tales como iluminacion, temperatu-
ra, etc. En cada caso, otros factores tales como la via de adminis-
tracion (9, 10), dosis y otras caracteristica del tratamiento con sus
tancias inmunoldgicamente activas (11, 12), son asimismo de gran
importancia.

Dado que en nuestro laboratorio estudiamos, desde hace varios
anos, las propiedades inmunomoduladoras de agentes microbia-
nos, hemos obtenido cierta experiencia que corrobara la variabili-
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dad de los resultados en Inmunologia experimental en funcién de
algunos de los factores antes citados. En este sentido es fundamen
tal conocer con la mayor exactitud las caracteristicas y circuns
tancias de los animales utilizados en cualquier experiencia. Ante
el interés de este tema, en el presente trabajo exponemos y valo-
ramos la influencia que ejercen sobre varios parametros inmuni-
tarios la raza y la edad de ratones homocigotos machos utilizados
en nuestro laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado grupos homogéneos de ratones machos homo-
cigotos de las razas BIOHTT, C57BL/6 y Balb/c, mantenidos en
nuestro laboratorio, procedente del Departament of Inmmunology,
London Medical Hospital College, Inglaterra. Los animales fueron
mantenidos en iluminacion artificial permanente, con temperatu-
ra ambiental de 20° C y alimentacion y bebida ab libitum. En cada
experiencia se indica la edad de los ratones utilizados.

BACTERIAS.

Hemos utilizado una cepa de Yersinia enterocolitica sero-
tipo 03 correspondiente al numero 134 de la Coleccion del Ins-
tituto Pasteur (Paris).

INFECCION DE LOS ANIMALES

Las bacterias fueron cultivadas en agar tripticasa-soja (TSA) e
incubadas a 22° C durante 48 h. Las bacterias se recogieron en so-
sg’ucion salina fisiologica estéril, se lavaron tres veces por centri-
fugacion a 400 x G durante 15 minutos y se resuspendieron fincl
mente a una concentracion de 5 X 10* bacterias por ml., de esta
suspension bacteriana inyectamos 0,1 ml. por cada 10 g. de peso
corporal a los ratones utilizados en las pruebas de leucocitos pe-
ritoneales y fagocitosis.
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ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE LEUCOCITOS PERITONEALES

Para este estudio hemos analizado dos pardmetros, el nimero de
leucocitos peritoneales y la cuantificacion de la fagocitosis de esta
poblacion de células. Para ambos casos hemos seguido la técnica
descrita por Ruiz-Bravo y col. (13).

ANTIGENOS

Para las pruebas de inmunidad humoral hemos utilizado como
antigenos, globulos rojos de carnero (GRC), conservados en solu-
cion de Alsever, lavados antes de su empleo con solucion salina
fisioldgica por centrifugacion a 400 X G durante 15 minutos y ajus-
tados finalmente a una concentracion del 10 por 100.

INMUNIZACION

Los ratones recibieron 0,5 ml. intraperitonealmente de una sus-
pension de GRC al 10 por 100 cuatro dias antes de su sacrificio
para la cuantificacion de la respueta de anticuerpos anti-GRC.

CUANTIFICACION DE CELULAS ESPLENICAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS
HEMoLITICOS (PFC) ANTI-GRC

Hemos seguido la técnicd descrita por Cunninham y Szem-
berg (14).

HEMAGLUTINACION

Los ratones son anestesiados con uretano y sangrados por pun-
cion cardiaca. El suero obtenido por coagulacion espontdnea se
centrifuga a 1.000 X G, para eliminar restos celulares y fragmen-
tos del codgulo. El suero centrifugado se divide en parte alicuotas,
una de las cuales se somete a tratamiento con 2-Mercapto-etanol
(2ME) para eliminar la actividad aglutinante de la IgM, segun la
técnica descrita por Hudson y Hay (15). Se determinan los titulos
de anticuerpos aglutinantes resistentes al 2ME (IgC), mediante la
técnica usual de hemaglutinacion al limite en placas de microtitu-
lacion.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la respuesta de célula peritoneales
a la infeccion de Y. enterocolitica ser. 03 se muestra en la tabla 1.
Como en ella se observa, existe en todos los casos estudiados una
respuesta inflamatoria en los animales estudiados, respuesta que
es mas acentuada cuando se trata de animales jovenes. Ademas
hay notables
yados, ya que el rendimiento de leucocitos peritoneales fue siem-
pre mayor en la raza BIOHTT, siendo también estos ratones mas
sensibles a la induccion de la respuesta inflamatoria por Y. en-
terocolitica administrada i.p.

TABLA I

LEUCOCITOS PERITONEALES TOTALES (X10°) POR RATON 24 H.
DESPUES DE LA INFECCION POR Y. ENTEROCOLITICA (a)

Edad
8-12 Semanas 16-18 Meses
Razas Testigos Tratados Testigos Tratados
BIOHTT . . . .. 6314 (b) 240 +49 40+13 17,7+ 34
C5TBL/6 . . . . . 556 +15 196 = 3,2 41+18 144 =27
BALB/C ... .. 32+12 120+29 27+08 105+1,9

(a) Cada animal recibid una inyeccion i.p. de 10® bacterias por 20 g de
peso corporal.

(b) Los resultados representan medias aritméticas, limites de confianza
de al menos 6 determinaciones.

En cuanto al valor de los porcentajes de las células que se mues-
tran como fagocitos activos, tabla II, observamos un incremento
de los mismos en los ratones viejos, manteniéndose las diferencias
citadas entre las distintas razas de los animales examinados.

En la tabla III figuran los resultados de la cuantificacion de
PFC en los bazos de los ratones inmunizados frente a GRC. En este
ensayo, las inmunoglobulinas detectadas son de la clase IgM, ob-
servamos que los animales jovenes responden con un nivel de cé-
lulas productoras del IgM mayor que los animales viejos en todas
las razas estudiadas.
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TABLA 1II
PORCENTAJE DE FAGOCITOS EN CELULAS PERITONEALES
DE RATONES INFECTADOS CON Y. ENTEROCOLITICA (a)

Edad
Razas 8-12 Semanas 16-18 Meses
BIOHTT ... ... . o v v e e e e e e e 52 5
COTBILE . 551 518 Bae omor by i o] S, Wy B i ot 47 68
BATBYC o e ot m0w cit o Bup e sl il 5 v i 658 50 60

(a) Cada raton recibiéo una inyeccion ip. de 10® basterias por 20 g de
peso corporal.

TABLA III
RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE PFC ANTI-GRC (X 10% (a)
Edad
Razas 8-12 Semanas 16-18 Meses
BIOHTT ... ... oo o i i iee et e e e e 250 + 80 (b) 104 + 48
C5ABL/6M .. ... ST LS 2 RS e Sl 180 + 45 80 + 43
BATSB /GRS, . el M0 © o s ey e G 155 + 50 65 + 38

(a) Cada animal recibié 5 X 108( GRC i.p. cuatro dias antes del sacrificio.
(b) Medias aritméticas + limites de confianza de al menos 6 determina-
ciones.

Con respecto a la tabla IV, podemos apreciar que en los ani-
males viejos gran parte de la respuesta consiste en anticuerpos
resistentes al 2ME, cuyos titulos son superiores a los exhibidos por
los animales jovenes.

DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman que factores tales como la
edad y raza de los animales de experimentacion condicionan en
gran medida la respuesta inmune.

La influencia del factor edad cuenta con abundante respaldo en
la bibliografia. Asi, es bien conocido que los ratones neonatos
cumplen un periodo de inmadurez inmunolodgica, en el cual su ca-
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TABLA 1V
VALORES DE LOS TITULOS HEMAGLUTINANTES DE LOS SUEROS
TOTALES Y TRATADOS CON 2ME

Edad
8-12 Semanas 16-18 Meses
Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos
Totales resistentes Totales resistentes
Razas Dias al 2ME al 2ME

BI1OHTT

2 1.024 1.024 1.024 1.024

2 64 16 128 64

3 128 16 512 128

4 512 64 1.024 512

5 1.024 512 1.024 1.024

6 2.048 1.024 4.096 2.048
C57TBL/6

2 32 8 128 64

3 64 16 512 256

4 256 16 1.024 1.024

5 512 256 2.048 2.048

6 1.024 512 2.048 2.048
BALB/C

2 32 8 64 32

3 128 8 128 64

4 256 64 512 256

5 1.024 256 2.048 1.024

6 1.024 512 2.048 1.024

pacidad de responder con formacion de anticuerpos es incomple-
ta, estando restringida a algunos antigenos timoindependientes (16),
y siendo ma sensibles a la induccion de tolerancia que durante la
edad adulta. Los macrofagos de estos animales inmaduros son fun-
cionalmente maduros, salvo en lo que respecta a su capacidad de
presentar antigenos a las células inmunocompetentes (17). Duran-
te el periodo juvenil desarrolla todo su potencial fenotipico; el final
de este periodo viene sefialado por la involucion del timo, conser-
vandose, sin embargo, durante la edad adulta la capacidad defen-
siva. Cabe pensar que la progresiva pérdida en potencial de gene-
racion de nuevos clones inmunocompetentes se ve compensada por
la respuesta anamnésica instauradas durante los primeros contac-
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tos con antigenos. Numerosos trabajos han confirmado la progre-
siva depresion de los mecanismos inmunitarios en animales viejos.
Recientemente se ha comprobado que el microambiente intratimi-
co en estos animales es desfavorable para la diferenciacion de lin-
focitos T (18). La capacidad de respuesta a mitdgenos es menor en
linfocitos de animale viejos (19). También se encuentran deprimi-
das otras funciones linfocitarias como la citotoxicidad dependien-
te de anticuerpos (ADCC) (20); y la produccion de anticuerpos, tan-
to en lo que respecta al numero de células formadoras de anti-
cuerpos como los niveles de anticuerpos séricos (21, 22, 23). Asi-
mismo, el nuimero de especificidades antigénicas que pueden ser
reconocidas por los clones de linfocitos B disminuye en las edades
avanzadas (24). En este contexto, nuestras experiencias indican que
las tasas de leucocitos peritoneales constituyen uno de los parame-
tros mds afectados por el envejecimiento de los ratones. Este pard-
metro es un componente importante de los mecanismos de la in-
munidad constitutiva; y su medida es util en el estudio de agentes
inmunoduladores y coadyuvantes de la inmaunidad (13). No obs-
tante, esta disminuiciéon en numero de los leucocitos peritoneales
parece compensada en parte con la mayor eficacia fagocitica de
los mismos en respuesta a la inflamacion, segun se desprende de
nuestros resultados. Esta mayor actividad fagocitica puede expli-
carse en virtud de los repetidos contactos de estos animales con
microflora saprofitica, colonizadores habituales de diversos am-
bientes del organismo, algunos de cuyos componentes pueden ser
muy efectivos como agentes inmunomodulares (6). Sin embargo,
en lo referente a la respuesta de anticuerpos frente a GRC, la de-
presion de PFC en los ratones viejos no debe atribuirse a una in-
munosupresion debida a la edad, sino al hecho de que la técnica se-
guida solo detecta células productoras de IgM. Como demuestran
los resultados de la titulacion sérica de anticuerpos totales y anti-
cuerpos resistentes al 2ME, los animales viejos responden a la in-
munizacion con GRC con titulos altos de anticuerpos resistentes
al 2ME. Cabe pensar que estos animales han desarrollado clones
de células B-memoria frente a por 10 menos algunos de los deter-
minantes principales antigénicos presentes en los GRC; ¥ como es
sabido, los linfocitos B-memoria son células que por haber reali-
zado el cambio de IgM a IgG, han perdido la capacidad de sinte-
tizar IgM (25). Los
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memoria deben proceder de reactividades cruzadas entre determi-
" nantes de GRC y determinantes de otra indole, muy probablemen-
te de microorganismos con los que tuvieron contactos los animales
estudiados, ya que éstos nunca fueron inmunizados deliberadamen-
. te antes de ser usados en estas experiencias.

El otro factor estudiado por nosotros es la raza. Como es sabi-
do, diversos factores genéticos que controlar mecanismos inmuni-
tarios estdn ligados a los genes que codifican los antigenos de his-
tocompatibilidad (3). Las tres razas de ratones usadas en este
trabajo constituyen lineas puras; los individuos de cada una de
ellas son homocigodticos y genéticamente idénticos entre si, y difie-
ren de los de otras lineas en sus haplotipos de histocompatibilidad.
Por ello es logico encontrar diferencias entre las tres razas en los
parametros inmunitarios estudiados. En un estudio sobre sensi-
bilidad frente a coadyuvantes de la inmunidad, Florentin y Orbach-
Arbouys (26) encuentran asimismo importantes diferencias de com-
portamiento en ratones de razas diferentes.

Podemos concluir que, dada su influencia sobre los mecanis-
mos inmunitarios, la edad y raza de los ratones usados en expe-
riencias inmunoldgicas son dos datos a los que debe prestarse aten-
cion en la planificacion y discusion de los trabajos; asimismo es
imprescindible consignarlos claramente en las publicaciones. Pa-
rece aconsejable trabajar con ratones de edades comprendidas en-
tre ocho y doce semanas, especialmente cuando se pretenden eva-
luar respuestas de células formadoras de IgM. Si bien cualquiera
de las razas usadas, BIOHTT, C57BL/6 y BALB/C, deben conside-
rarse satisfactorias, la raza BIOHTT parece ser, en nuestras con-
diciones experimentales, la que ha ofrecido mejores resultados de
sensibilidad.
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