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CcC AP I T UWLGO-1

DESARROLLO HISTORICO DE LAS
TECRIAS INMUNITARIAS




Desarrollo de la idea de inmunidad.

El origen de la inmunologfa surge del conoci~-
miento comin de que las personas que han sobrevivi
do a una enfermedad infecciosa raramente vuelven a
contraerla durante su vida. As{, Tucidides nos re-
lata que cuando la peste hizo sstragos esn Atenas,
los enfermos y los moribundos no hubieran recibido
ninguna clase de cuidados, a no ser, por la dedica
cidén de aquellos que ya habian sufrido la enferme-
dad y habian sanado’y ya que era sabido que nadie
la padecia por segunda vez.

En la medicina occidental la inmunizacidn co-

mienza con la introduccidn de la variolizacidn y .




y de la vacunacidn’s En 1733 Voltaire en su cobra

Cartas filosdficas escribia con elogio sobre la

costumbre china practicada desde el siglo XI de

la inducecidn profildctica de la viruela, aspiran
do por la nariz "del mismo modo que nosotros to=-
mamos rapé", polvos secos procedentes de costras
de virusela,

El concepto empirico de inmunidad ss muy an
tiquo, y se le puede definir propiamente como sl
estudio de la resistencia a las infecciones, Va-
rios siglos antes del descubrimiento de la teoria
microbiana de las enfermedades infecciosas, ya se
sabfa que la convalescencia de una enfermedad se
acompafiaba de una resistencia especial contra la
reinfeccidn’s Por lo tanto los conocimientos bdsi-
cos de la inmunologia clasica precedieron a la bac
teriologia y contribuyeron a su desarrollo’s Poste-
riorments contribuyeron a su desarrollo. Posterior
mente contribuyeron al desarrollo de la inmunolo=
gfa los microbidlogos, fisidlogos, bidlogos, patg
logos bioquimicos vy quedaron a su vez
enriquecidos por la aplicacidn de los conocimientos

inmunoldgicos,




En la figura 1 se presenta un rssumen de los.
descubrimientos de mayor importancia en inmunclo=-
giaﬁ

En cuanto a la aplicacidn intradérmica de -
costras en polvo, segin Voltaire, los turcos habian
adoptado la costumbre de la inoculacidn de los ha-
bitantes de Caucasia, de los cuales dice: "Son po-
bres y sus hijas son hermosas y en verdad sllas son
8l objeto principal de su comercio, pues proveen de
belleza los serallos de los sultanes de Turquia y
Persia, Pero cuande la viruela se vuelve epidérmi-
ca, aquel comercio se suspendfa durante varios afiosh
Con el fin de preservar la vida y belleza de sus hi
jas no habia mds recurso que provocarles la virusla
en su primera nifiéz, lo cual se hacia inoculando en
en cuerpo de la pequefia una pintula escogida entre
las méds corrientes y del tipo de viruela mis favo-
rable,

Esta inmunizacidn primitiva fud llevada a In-
glaterra en el siglo XVIII por PILARINI y TIMONI y
difundida mds tarde por Lady MONTAGNE, el inicio
del reinado de Jorge I, Lady Worthey Montague resi-

dié en el Imperio Otomano donde su marido era embga




jador de Inglaterra, y, conocedora de las practice
cas de variolizacién, las aplicé a su propia hija.
Animada por el éxito obtenido, a su regreso de In-
glaterra comunicd el feliz resultado de su experien
cia a la Princesa de Gales (luego esposa de Jorge
II).

Sin embargo, las grandes divergencias entre
los diversos métodos de variolizaciém que pronto
aparecieron, llegaron a producir algunas muertes,
por lo cual el sistema no se podia considerar com
pletamente seguros. Un nuevo enfoque del problema
fué considerar el dado por el inglés Edward Jenner
médico rural, quien descubrid que la inoculacidn de
las costras de la vacuna, enfermedad sufrida por =
las vacas sobre todo en las ubres y transmitida a
los ordefiadores, protegfa a los inoculados del con
tagio de la virusla,

£l desarrollo ultserior de las inmunizaciones
preventivas, se debid a Louis PASTEUR que acund la
palabra "vacuna" en honor al trabajo de JENNER,.Las
investigaciones de PASTEUR se llevaron al sstable-
cimiento de la teoria microbiana de las enfermeda

des infecciosas, y al desarrollc de técnicas para




el cultivo "in vitro" de microorganismos, Se obtu=
vo asi un nueve método de vacunacidn con el empleo
de microorganismos vivos (atenuados por el calor)
o muertos,

Durante sus investigacionss PASTEUR observd
que los cultivos antiguos (atenuados) de microox
ganismos de colera aviario inoculados a gallinas
sanas no producian enfermedad. Sorprendentemente
estas gallinas se volvian resistentes a una infec
cidn ulterior, por el microorganismo normal; y su

inmunidad era duradera. Este método de cultivos

vivos atenuades, para inmunizacidn activa, sigus

siendo nuestra terapéutica de eleccidén, para la
profilaxis de muchas enfermedades infecciosas,

Mas tarde ROBERT KOCH al estudiar la etiolo=-
gfa bacteriana de las enfermedades infecciosas =
descubrid el bacilo de la tuberculosis. Al inten=:
tar crear una vacuna contra la TBC obsservd KOCH

el fendmeno conocido hoy como hipersensibilidad

tardfa o _inmunidad debida a células.

Después del aislamiento del bacilo de la dif
teria, ROUX y YERSIN demostraron que este micro-

organismo producfa una exotoxina soluble muy po-




tente, Esta toxina fué utilizada por VON BERING °
y KITASATO para inocular animales, que produjeron
en su suero upa sustancia neutralizante de la to-
xina, llamada anti-toxina's Esta capacidad neutra-
lizante pudo ser tranferida a animales no inocu-
lados, mediante la inyeccidn del suero, método ~
que se llamd inmunizacidn pasiva, Este trabajo -
fué el modelo de las técnicas modernas de preven

cidn de enfermedades por inmunizacidén pasiva (ip

muncterapia)’

Las investigaciones de PFEIFFER y BORDET, per
mitieron diferenciar en el susro, una sustancia -
distinta de los anticuerpos que se llamd complemen.
to y que también intervenia en la destruccidn de

las bactearias,




INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR




Hasta principios de siglo, las escuslas fran
cesa y alemana dominaron el campo de la investi-
gacidn inmunoldgica. En esta édpoca existian dos
puntos de vista divergentes, a partir de los cua-~
les siguid desarrollindose mids tarde esta cien=-
cia:

1 - E1 humoral, que se ocupaba del estudio de
los productos quimicos (anticuerpos) producidos
por el organismo, y

2 - El gelular, mids preocupado de los efectos
bioldgicos de células completas que intervenianen
la respuesta del huesped frente a sustancias extra ..

Yas (Fige 1-1)%
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PAUL ERLICH cred la teoria humoral de forma-’
cién de anticuerpos. METCHNIKOFF desarrolld casi
al mismo tiempo la teorfa celular de la inmuni-
dad., Ambas teorias eran correctas, pues en sl =
individuo los factores humorales y celulares pre
sentan sstrechas relaciones y dependencias.

La teoria de EHRLICH de la cadena lateral su
geria que sobre la superficie de las células vi-
vas existian previamente receptores especificos,
capaces de reaccionar con toxinas. El exceso de r
receptores se podfa mis tarde liberar a la circy
lacidn, como anticuerpos.

Después de publicada esta teoria, los prin-
cipales esfuerzos inmunoldégicos se dedicaron a la
identificacidn, estudio y funcidn bioldgica de los
factores humorales,

La teoria de METNICHKOFF, acerca de la inmuni=-
dad celular suponfia que las células de limpieza =
del organismo, los fagocitos, identificaban inicial
mente las sustancias extrafias, y constituian tam -
bién el sistema de defensa primario. Las ideas del
9nvestigador ruso fueron ignoradas durante varias

décadas, pero en la actualidad constituyen un cap
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"po de intensa investigacidn inmunoldgica,

En realidad, para comprender los fundamentos
de los fendmenos inmunoldgicos que tienen como -
resultado la lesidn tisular, es preciso hacer in
tervenir factores tanto celulares como humorales,.

Por ello, hoy dfa siguen existiendo dos escuslas

de investigacidn inmunoldgica: la humoral y la ce
lular', La humoral alcanzé su apogeo con el descuy
brimiento y la caracterizacidn de las moléculas
de proteinas provistas de actividad de anticuer-
pos: las inmunoglobulinas, Este trabajo culmind
con la dilucidacidn de la serie total de acidos
aminados de algunas moléculas de anticuerpos. Por
otra parte, el campo ds ia inmunidad celular ex-
plora activamente desde el punto de vista de la
proteccidn contra agentes extrafios al organismo,
el rechazo de injertos y la inmunidad tumoral en
el hombre, La dicotomf{a entre lo celular y lo hu
moral puede ilustrarse también por las observa-
ciones clinicas de mayor sensibilidad a las afeg
ciones de individuos con defectos congénitos del
sistema inmunoldgico. Algunos de ellos carecen

de la funcidn protectora humoral, pero conservan-




12

la celular con una actividad humoral normal; otros
sufren las deficiencias simultineas de ambos sis=
temas’s Evidentemente, los dos campos son de primor
dial importancia para el hombre. Aunque insistimos
en uno u otro aspscto, son inseparablss los facto-

res de inmunidad celular y humoral,
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En 1905 el bidlogoc ruso LIE METCHNIKOFF pu-

blicd su famoso tratado, La inmunidad en las en-

fermedades infecciosas’s Aunque las ideas presen-
tadas en el libro no fueron bien recibidas por
sus contempordneos, METCHNIKOFF presentd los funp
damentos de la inmunidad celular, que en la actua
lidad son aceptados por la inmunologia moderna,
En esta obra se encuentran las descripciones y deg
finiciones cldsicas de la inmunidad, METCHNIKOFF
reconocid también con claridad, la importancig
del factor huesped en la patogenia de las enferms
dades infecciosas, Asi es como por ejemplo en los

diabéticos aparecen forunculos, por desarrollo de
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staphylococos pidgenos, microorganismo en general
abundante sobre la piel y las mucosas del hombre.
En estos casos la diabetes suprime la inmunidad
que caracteriza al individuo sano’s Los individuos
que albergan neumococos en sus mucosas pueden pa
sar mucho tiempo sin sufrir neumonia fibrinosa, o
ninguna de las demds enfermedades dsbidas a este
microorganismo. Pero en ocasiones, a conssecuencia
de alguna circunstancia especial, por ejemplo un
resfriado comdn, el estado refractario se trans-
forma en una sensibilidad mas o mencs pronunciada.
Vemos pues, que METCHNIKOFF a principio de si
glo habia establecide claramente que "ademds de las
causas de enfermedad que provienen del mundo exter
no y que son representada por los microbios, exis
ten otras causas dentro del propic organismo’}
Histdricamente la palabra inmunidad proviene
del latin inmunis (libre de impuestos o cargos)’s
En sentido cldsico designaba, como vimos anterior-
mente, la resistencia relativa del huesped a la ipn
feccidn por un microbio dado, En la actualidad es
evidente que las respusstas inmunes no son siempre

beneficiosas, y que no siempre se relacionan con
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la resistencia a la enfermsedad o a la infeccidn.
Por el contrario, pueden tener consecuencias de=-
sagradables o lesivas para el huesped. Estos efec
tos lesivos le llamaron hipersensibilidad o aler-
gias Ademds, el sistema inmunoldgico es capaz no
s6lo de desempefiar un papel de defensa contra a=
gentes infecciosos, sino de cumplir funciones big
ldgicas diversas en el campo de la homestasia y
de la vigilancia,

A principios de siglo VON PIRKET emitid una
hipdtesis para explicar las méltiplses facetas de
la respuesta inmunitaria, Acufid la palabra "“aler-
gia"(de "allos-ergos", reaccidn extrafia) para de=-
signar una “"reactividad alterada” del huesped: uno
de los tipos de reaccidn se consideraba inmunidad,
el otro hipersensibilidad, VON PIRKET no distingdia
entre el mecanismo de las respuestas beneficiosas y
el de las lesivas, y pensaba que todas ellas eran
manifestaciones de un fendmeno bioldgico comln de
sensibilizacidn al que se aplicaba el término aler
gias Con ello, restringia el término de inmunidad
a la proteccidn contra agentses infecciosos y sl =

término alergia a una reactividad méds general del.
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huesped frente a sustancias extrafias,

Al pasar los afios, las palabras alergia e ip
munidad fueron cambiando de significado; inmuni-
dad significa ahora, lo que VON PIRKET definfa ini
cialmente como alergia, mientras que lo que la pa-
labra alergia se ha vuelto sindnimo de hipersensi-
bilidad, Sin embargo se acepta hoy dia en inmunolg
gia las ideas de VON PIRKET acerca del gran alcan=
ce de la respuesta inmune,

Actualmente la palabra inmunidad deberia com

prender "todos los mecanismos fisioldgicos que per

miten al ser vivo, reconocer alqunas sustancias co

mo_extrgfas a su ser, y neutralizarlas, eliminar-
las o metabolizarlas, con o_sin lesidn de los tsji

dos propios",

Las respuestas inmunoldgicas pueden dividirse
gn inespecificas y especificas. Las especificas dg
penden de la exposicidn previa a una configuracidn
extrafa con identificacidn ulterior y reaccidn sub
siguientes. En cambio las inespecificas se presen-
tan de la misma manera tanto después de 1 exposi
cidn inicial como de exposiciones ulteriores a una

confiquracidn extrafa; pues, aunque sean selecti=
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vas respecto a diferenciar lo “"propic" de lo "aje=-

no", no requieren una identificacidn especifica,
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Desde el punto de vista moderno, las respues-

tas inmunoldgicas cumplen tres funciones principa
les de defensa, de homeostasia, y de vigilancia -

(cuadro 2-1)% La primera se relaciona con resis =-
tencia a la infeccidn por microorganismos; la se-
gunda, con la eliminacién de componentes "propios"
gastados (antiguos); la tercera con la identifica-
cidn y destruccidn de células mutantes.

La primera funcidn (defensa contra la invasidn
por microorganismos) fué el centro del trabajo in-
munoldgico durante mds de un siglo., Si tienen éxi-
to los elementos celulares de defensa, el huesped

triunfa en su lucha contra los microorganismose. Pg
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‘ro si los elementos resultan hiperactivos, puedeh
observarse fenomenos indeseables como alergia o
hipersensibilidad., Inversamente si estos elemen=
tos resultan "hipoactivos", pueds haber una mayor
sensibilidad del huesped a las infecciones repe-
tidas, como en los trastornos por deficiencia in=-
munoldgica.

La segunda funcidn (homeostasia) corresponde
a la necesidad universal de todos los arganismos
pluricelulares, de conservar la uniformidad de un
tipo celular dado, Esta funcidn se ocupa del des=-
doblamiento o catabolismo normales del organismo
destinado a eliminar elementos cselulares dafiados
durante su vida normal, o a consecuencia de algu
na lesién., Como errores de la homeostasia, pueden
citarse las enfermedades autoinmupes en las cua=-
les los mecanismos en cuestidn intervienen de ma-
nera exagerada.

La tercera funcidn del sistema inmune, de des
cubrimiento mis recientes, es la "vigilancia".Tie
ne a su cargo la identificacidén de tipos celula-
res anormales que se producen constantemente en

el organismos Estos mutantes pueden ser esponté-_
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‘neocs o ser inducidos por ciertos virus o sustane~
. I 4 e ; 3 »

cias quimicas. El1 sistema inmune se encarga de -

identificar y eliminar estas nuesvas configuracip

nes, casi todas identificadas a nivel de superfi

cies celulares. Recientemente se ha atribuido la

insuficiencia de este mecanismo un papel causal

en el desarrollo de los tumores malignos,




LA RESPUESTA

INMUNE PRIMARIA
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Cuando una sustancia extrafia tal como un mi
croorganismo o una sustancia quimica de determi
nadas caracteristicas se introduce por primera
vez en el organismo,:es transportada al tejido
linfoide mas prdximo’s E1 material es entonce in
gerido por los macrdfagos (pinocitosis), donde,
atacado por los lisosomas (digestidn enzimitica)
es destruido’s Antes o durante la digestidn se tr
transfiere algln mensaje - posiblemente una molg
cula simple, un fragmento de molécula o una sus=-
tancia extrafia de los micrdfagos a los linfocitos.
Estos linfocitos comienzan a agrandarse y se trans

‘forman en células plasmaticas, tomando sus niclgos
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'y citoplasmas, apariencia indicativa de divisidn-
celular,

Las células que comunmente se consideran co-
mo precursoras de anticuerpos son las del SRE, =
los linfocitos y las células plasmiticas, Estas
son los principales productores de anticuerpos y
de gammaglobulinas, pero todavia no estid comple-
tamente claro si la célula plasmitica es una sta
pa funcional del SRE o si deriva del desarrollo
del linfocito.

Los estudios ultraestructurales indican que
la célula plasmatica aparece, en contraste con
las células del SRE o del linfocito, como una cé
lula en estado de activa sintesis de proteinas,
ya que tiene un contenido rico en RNA y abundan-
tes estructuras ribosdmicas. Por ello parece e-
xistir una heterogeneidad entre cada etapa de la
evolucidn de los linfocitos por lo que los linfg
citos pequefios, las formas intermedias y las cé~
lulas plasmiticas pueden representar, mas que es
tados morfoldgicos diversos, estados funcionales

secuenciales,
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Antigenicidad

Se denomina antigeno a toda sustancia capaz
de originar una respuesta inmunitaria en los se~
res vivos, es decir, toda sustancia capaz ds pro
vocar un estado des hipersensibilidad cuya carac-
teristica esencial es la de rsaccionar espscifi-
camente con el antigeno, Esta interaccidn especi
fica del antigeno y el anticuerpo homélogo, ha
conducido a los inmundlogos a desarrollar el cop
cepto de "grupos determinantes antigénicos", pre
sentes en la molécula del antigeno, y el de una
estructura complementaria, pressente en las molé-

culas de anticuerpos denominadas "sitios dd com
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binacidn".

Las propiedadss, las estructuras y la natura
leza de los determinantes antigénicos, y la de -
los sitios de combinacidn hom§logos, han sido ob
jeto de notables estudios por KABAT (1966) y GOOD
MAN, (1969),

Los parametros estructurales de una molécula
que le confiere aptitud a inducir una respussta in
munitaria en un animal, estén muy lejos de estar
completamente resueltas, sobre todo el determinig
mo molecular de la antigsnicidad.

Los cinco aspectos de la respuesta inmunita-
ria en los que el antigeno juega un papel especial
son:

19 - E1 "reconocimiento” de un material dado

como antigeno por un animal receptor,

22 -~ El1 tipo de respuesta inmunitaria induci

da, es decir la aparicidn de un estado de hi

persensibilidad retardada y o de anticuerpos,

Se sabe que existen diferencias importantes

en las condiciones de reaccidn de estos dos

estados que dependen de la naturaleza y de

la forma fisica del antigeno, de su modo de
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administracién, de la especie animal y de di’

versaos otros factores,

82 - La especificidad de los anticuerpos for

mados.

49 - La cantidad de anticuerpos formados y su

naturaleza, asi como la intensidad de la reag

cidn de hiperssensibilidad restada.

52 - Papel del animal (particularmente el gg

nomay factores de especie y factores indivi-

duales) en la respuesta inmunitaria a un an-

tigeno determinado’s

la estructura molecular de los antigenos, de
bidos a complejidad quifmica de las moléculas anti
génicas, ha hecho dificiles la resolucidn de es =
tos problemas, Hasta hace una decena de afios, sd-
lo se conocian sustancias macromoleculares natura
les, procedentes de organismos vivos, En 1945 -
LANDSTEINER consigus describir los aptenos, que
juegan un importante papel en el desarrollo de la
inmunologia,

En 1969 SELA propone la terminologfa "anti-
genos artificiales" para una nueva clase de anti

genos "sintéticos" descubiertos en los laborato-,
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rios de DOTY, MAURES y SELA, los cuales consiguen:
preparar un considerable nimero de copolimerocs va
riados de antigenos aminados, formados por dos o
tres acidos aminados diferentes en proporciones
variables, modificados a voluntad,

Estos polimeros ha sido de utilidad preciosa
para el estudio de los aspectos moleculares y ge=
néticos de la antigenicidad y han permitido desa-
rrollar un gran nlmero de reglas generalss concer

nientes a sus propiedades.
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Mecanismos de induccidn inmunoldgica.

Las teorias actuales sobre el mecanismo de in

s @

duccidn de formacidn de anticuerpos en la respues

————— =

ta inmune, sugieren lo siguiente:
En la induccién inmunolégica, e} antigeno se
asocia al de los tejidos linfaticos, seqgdn dos
posibilidades:
1 - Los macréfaqos, predominantemente en la mg
lula de nodulos linfaticos, ingieren el antigg
no, que es rapidamente digerido por la accidn
de sus enzimas lisosomales,

2 - E1 antigenoc es también atrapado en los fo=-

1fculos linféticos corticales, pero por otro
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mecanismo: Parece que se adscribe a la super

ficie de amplias prolongaciones remificadas

de las células reticulares, donde puede con-
tactar con los linfocitos circundantes,

Puede ser que el primer procesoc sea el mas
importante en la induccidn de respuesta primaria,
donde el mecanismo central germinal produce célu=-
las para la reaccidn secundaria, que es, linfoci-
to con memoria inmunoldgica.

Hay también evidencia, de que el antigeno a
sociado al SRE puede ser el mecanismo de inmuni=-
dad celular y el mecanismo de antigeno-linfocito
de asociada superficie puede dar lugar a toleran
cia inmunoldgica,

La célula central en toda respuesta inmune

es el linfocito pequefio circulante de larga vida.

Los linfocitos pequefios, que no producen anticuer
. » (4 'S ' 4
pos, puedsn originar, despuas de una estimulaciodn
antigénica apropiada, una linea proliferante pro
ductora de anticuerpos. Asi, el linfocito pequefio
sensible al antigeno en el sistema linfoide peri-
férico interacciona con las moléculas del antige-

no transforméndose en células destruidas (blast),
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realizando una proliferacidn celular controlada y
por una diferenciacidén pueden. dar lugar a diversos
tipos de linfocitos, en esspecial los linfocitos mg
dificados y las células plasmaticas, las células

de memoria de vida larga y las células efectoras,
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Caracteristicas generales de la respuesta inmune
gspec{fica.

Se llama respuesta inmune especifica a la
reaccldn ulterior del huesped a una sustancia ex-~

trafia; comprende una serie de interacciones celu-
lares que se manifiestan por sintesis de produc-
tos celulares especificos, La respuesta inmunoes
pecifica se distingue de las inespecificas por
tres caracteristicas:

1 - Su especificidad

2 ~ Su heterogensidad y

3 = Su memoria

Por especificiflad, se entiende una gran seleg
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tividad discriminatoria: los productos de la res-
puesta inmuns reaccionan unicamente con una confi
guracidn idéntica o semejante a la que inicid la
respuesta,

En cambio, las respuestas inespecificas co-
rresponden al contacto con el cuerpo extrafio; pe
ro en los contactos ulteriores se repite el mismo
tipo de respuesta general, Vemos pues que hay una
carencia de especificidad. La especificidad fué -
demostrada por LANDSTEINER que pudo distinguir los
anticuerpos de animales inmunizades con acido 1-
tartarico de los anticuerpos producidos por anima
les inmunizados con otros isdmeros del mismo aci-
do (cuadre 2-5).

La especificidad es la propiedad de la resp=
puesta inmune que permite distinquir un antigeno
de otro. En la practica, esta identificacidén de an
tigenos permite reconocer una especie de otra (es-
pecificidad de especie), un individuo de otro (es-
pecificidad de indiv{duo) y un drgano de otro (es-
pecificidad de drgano).

La segunda cafacteristica de la respuesta in-

mune especifica es la heterogeneidad, lo que signi
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’

fica la capacidad de reaccionar a una gran diver-
sidad de tipos o sustancias celulares, observandg
se una diversidad de respuestas tan amplia.como
la propia variedgd de tipos celulares,

A diferencia de las respuestas inespecificas
de la fagocitosis, en las cuales interviene un nd
mero limitado de tipos celulares preexistentes, -
las respuestas especificas se caracterizan por apa
ricidn e interaccidn de varios tipos celulares nug
vos especificos del antigeno inductor, La heteroge
neidad de los tipos celulares significa también la
de un grupo heterogéneo de productos celulares (qg
ticuerpos). Esta heterogeneidad de los anticuerpos
permite lograr una regulacidn homeostatica muy fi-
na, que permite al huesped responder en una forma
muy variable y espec{fica a las estructuras extra
ffas.

El tercer punto importante de la respuesta in
mune especffica 8s la memoria. En el fendmeno por
el cual la respuesta aumenta por proliferacidn y
diferenciacién de células en ocasién de nuevos con
tactos con un inmundgeno. Asi aumenta la sintesis
de productos celulares. La respussta inmune inespe

c{fica no presenta la propiedad de la memoria,
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Concepto de inmunogenicidad

Poder antigeno de una sustancia es la apti=-
tud para dar nacimiento .a una reaccidén inmunita-
ria, E1 término antigenicidad expresa dos concep
tos bien distintos:

1 = La capacidad para dar origen al anticuer

PO .
2 = La capacidad de resaccionar con los anti-
CUBTpPOS.

Para evitar confusiones SELA sn 1969 propone:

1 = La inmunogenicidad es la capacidad de una

sustancia para inducir la formacidn de an

. ticuerpos, independientemente de su espe-
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cificidad.

2 = La especificidad antigénica es la capaci
dad de un antigeno a reaccionar especifi
camente con un anticuerpo homdlogo; pro-
piedad que se traduce por la presencia
sobre los anticuerpos de “"sitios de com
binacidn" especifica con el antigeno,

Hay que recalcar que no se ha propuesto un
término que exprese el estado de la hipersensibi-
lidad retardada., S. ALDUF propone "actividad re-
tardigénica",

HUMPHREY y DE WECK llaman actividad "tolerg
génica" a la capacidad de inducir un estado de tg
lerancia inmunoldgica.

Ante todo es esencial precisar bien la termi
nologia que vamos a adoptar, para evitar confusip

nese.




Teorias sobre la formacidn de anticuerpos: Ideas

ganérales.

Desde el descubrimiento de los anticuerpos,

se han propuesto muchas teorias para explicar el
mecanismo de su formacidn, Los conocimientos so-
bre la estructura de las inmunoglobulinas, sobre
la sintesis protdica celular, y sobre la cinéti-
ca y el desarrollo evolutivo de la formacidn de
anticuerpos exigen la critica y revisidn frecuen
te de las teorias propuestas,

Cualquier teoria acerca de la formacidn de
anticuerpos debe explicar o ser compatible con

las siguientes observaciones:

39
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El anticuerpo es especifico para el antie
geno que suscita su formacidn.

Un animal puede responder a gran nlmero
de antigenos administrados simulténeamsn
te.

Una célula, por lo reqular forma anticuer
pos estructuralmente homogéneos de espe-
cificidad Gnica.

La formacidn de anticuerpos consta de dos
partes: una fase de induccidn y una fase
de produccidn.

La "informacidn especifica" para la res-
puesta anamnésica se almacena en las cé-
lulas linfoidese.

La tolerancia a "antigenos propios" ac~-
cesibles, persiste toda la vida.

Pueden provocarse artificialmente esta-
dos de tolerancia a ant{genos extrafios,
La capacidad de los animales para elabg
rar anticuerpos contra algunos antigenos
estd controlada genéticamente.

La administracidn de alguncs antigenas
puede bloquear por competencia la respues

-

ta de anticuerpo a otros antigenos.
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A una estimulacidn duradera con antigeno
sigue una mayor avidez de un tipo dado
de anticuerpos especificos,

Los sitios de reaccidn de los anticuer-
pos se rigen por la sucesidn de aminoa-
cidos en las pnrcioneshvariables de las
cadenas peptidicas pesadas y ligeras,

No se ha descubierto antigeno en las c§
lulas que producen anticuerpos.

Pueden formarse autoanticuerpos contra
ant{genos inaccesibles,

El ndmero de células estimuladas en la
etapa inicial por un antigeno es peque-
fioe Las teorias acerca de los mecanismos
de formacidn de anticuserpos que se han
propuesto para explicar los datos obssr
vados pueden clasificarse en tres gru =-
pos generales, a saber: Teorias de "INS
TRUCCION" (instructiva, directriz, plan
tilla directa), teorias de "SELECCION"
(Electiva, selectiva y de induccidn elegc

tiva) y teorias de LINEA GERMINATIVA,

Las teorias de INSTRUCCION exigen que partici
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pe el antigeno como plantilla para dirigir la for-
macidn de anticuerpo; las teorias de seleccidn pos
tulan que el antigeno estimula selectivamente las
células particulares en una poblacidn fortuitamen
te capaz de elaborar anticuerpos especificos para
el antigeno: La teoria de la linea germinativa e-
nuncia que el genoma de la célula productora de
anticuerpos posee toda la informacidén necesaria pa
ra codificar todas las especificidades de anticuer
po's Ello significa que las células inducibles son
totipotenciales y unicamente necesitan ser induci
das para %onectar" los cordones apropiados para -
sintetizar anticuerpos especificos,. Los datos dig
ponibles no permiten aceptar por completo ninguna
de las hipdtesis enumeradas.

Algunas presuposiciones, fundamentales para
cualquier teoria, no tienen apoyo sdlido. Por ej.:
se ha afirmado que una célula puede formar anticuer
pos con varias especificidades; sin embargo los da
tos experimentales, no descartan la posibilidad de
que las pocas células de las cuales se ha informa
do que poseen anticuerpos de dos especificidades,
pueden haber atrapado anticueppo formado por otras

células, La misma situacidn se aplica a las sub =
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dlases de anticuerpos, y a las hipdtesis de que -
unas células que producen anticuerpos Igm pueden
pasar a producir anticuerpos IgG. En tanto que es
tas afirmaciones, y otras mds, no se investiguen
mas a fondo, lo mds prudente es suponer qus en un
momento dado una célula elabora anticuerpos que
consiste en cadenas ligeras idénticas y cadenas pg
sadas idénticas. En consecuencia, los anticuerpos
resultantes serian homogéneos respecto a subclase,

especificidad y avidéz’,
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a) Teorias de instruccidn

Estas teorias se enunciaron con el propdsito
de explicar el hecho de que el nidmero de antige
nos a los cuales puede reaccionar un animal es
enorme (ppsiblemente centenas de millares). Se
considerd que cada célula productora de anticuer
po no podfa incluir informacidn genética suficien
te que permitiera codificar la sintesis de anti -
cuerpos de tantas especificidades. La alternati -
va patente era que el antigeno, de alguna manera
entraba y "ensefiaba™ o "instruia" a la célula prg
ductora de anticuerpos.

. Se propuso que los determinantes antigénicos
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actuaban como "plantilla" o molde para dirigir la
formacidn de anticuerpos de configuracidn seme -
jante. Es patente que las teorias de instruccidn
exigen que cualquier célula dada productora de
anticuerpos tenga la capacidad potencial de for-
mar anticuerpos gspecificos para cualquier anti-
geno al cual puede responder el animal,

PAULING sugirid que el antf{geno "instruye" al
dirigir el plegamiento de las cadenas peptidicas
en la formacidn de la molécula de anticuerpo, Sin
embargo, investigaciones ulteriores han comproba=-
do que los anticuerpos de distinta aespecificidad
varian en cuanto a la composicidn y en la suce -
sidn de aminodcidos en las porciones variables de
las células peptidicas. También estd comprobado
que las moléculas de anticuerpos desplegadas por
medios quimicos o fisicos, vuelven a plegarse sin
que participe el antigeno y asi reconstruyen los
sitios especificos de reaccidn de anticuerpo.. Es
tas obsdrvaciones, y otras semejantes dan una dis
creta certeza al hecho de que la sucesidn de ami
noacidos en las porciones variables de las cadenas

-pépticas de inmunoglobulinas rige la configurac}én
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-aspecifica de los sitios de reaccidn de los anti
- s P ry
cuerpos, sin que ello guarde relaccion con ins-
truccidn por parte del antigeno. En consecuencia
en la actualidad no resultan defendibles las teo
rias de instruccién en la formacidn de anticuer

po s’
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b) Teoria de la seleccidn clonal

Es interesante que la primera teoria propues-
ta para explicar la formacidn de anticuerpos, e =-
nunciada por Ehrlich en 1,900 estuviera basada en
la seleccién. Ehrlich postuld que todas las célu=
las de la sconomia poseen configuraciones de su =
perficie, las llamadas "cadenas laterales", que
les permiten reaccionar selectivamente con varias
sustancias,. En el caso de las células que forman
anticuerpos, sugirid que son estimuladas por anti
genos, para formar y desprender un exceso de ca-
denas laterales (anticuerpos).

La teorfa de la cadena lateral permanecid in-

variable unos 30 afios, hasta las investigaciones
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e Landsteiner con haptenos,
Al observar que un animal podia responder con
anticuerpos especificos a gran nlmero de haptenos
de sintesis conjugados a portadores, Landsteiner
se vid obligado a dudar de la teorfa de la seleg
cidn. Seqdn mencionamos, le resultd dificil conce
bir que una célula linfoide pudiera estar dotada
con un ndmero suficiente de moléculas de anticuer
po con distintos sitios de reaccidn de anticuerpo,
para acomodar el gran ndmero de determinantes an=-
tigénicos, probablements, centenas de millares a
los cuales un animal puede respondsr. En conse =
cuencia se propusieron y aceptaron para la forma
cidn de anticuerpos las teorfias de instruccidn o
ensefianza que acabamos de describir, y que perdu
raron, en general hasta 1955 cuando JERNE enun =
cid la teoria de seleccidn natural, La hipdtesis
de la seleccidn natural postula que de manera na
tural ss producen anticuerpos con gran variedad
de sitios de reaccidn, sin estimulo antigénico pre
vio, y que cada uno puede reaccionar con un deter
minante antigénico de configuracidn samejante; pa

Ta estimular a las células productoras de anti =
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cuerpos, que harian repmoducciones, o réplicas d
del anticuerpc espec{fico’s En la actualidad, la
teoria de la seleccidn clonal modificada enuncia
da por Burner se considera, en general, la mas
util, porque explica muchos de los hechos conoci
dos acerca de la formacidn de anticuerpos y per=-
mite utilizar enfoques expsrimentales para precisar
su validez,

La teoria de la seleccidn clonal modificada
de BURNET sobre la produccidn de anticuerpos se
funda en los siguientes principioss

1 - En 8l animal adulto hay abundantes clones

distintos de células inducibles, cada una
de las cuales es portadora de moléculas
seme jantes a anticuerpos (posiblemsnte en
la superficie) que tienen la facultad de
reaccionar especificamente con determinan
tes de antigeno de una configuracidn de-
terminada.

2 = E1 resultado de una reaccidn de esta in-

dole es la inhibicidn o formacidn de anti
cuerpos.,

. 3 = Cada célula inducible puede reaccionar can
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una gama bastante amplia de determinantes
antigénicos intimamente relacionados, si
bién, mis debilmente won unos que con =
otros, Pero por debil que sea la reaccidn
del antigeno al estimular por vez primera
la célula, cuando esta célula prolifera y
aparecen mutaciones somabicas el antigeno
estimula de preferencia a aquellas célu-
las, nuevas mutantes, gue producen anti -
cuerpo y poseen sitios de reaccidn, con la
configuracidn mds adecuada para el antige-
no's En consecuencia, con la estimulacidn
antigénica ininterrumpida, la avidéz de
los anticuerpos producidos aumentard has-
ta que grandes clonas de células, que prg
ducen anticuerpos de gran avidéz, predomi
nen en la poblacidn de elementos que ela
boran anticuerpos;

La tolerancia se produce mds facilmente,
en la vida embrionariaz que en la etapa
ulterior, posiblements porque las células
inducibles en el embridn son inhibidas m

mas facilmente por el antigeno, o porque
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son menos abundantes que en animales de °

edad mis avanzada,
El nlmero de células inducibles con diferen-
tes configuraciones semejantes al anticuerpo ne-
cesario para abarcar la gama de determinantes apn.
tigénicos "bésicos" (determinante de grupo) a los
cuales puede tedricamente sl animal responder se
ha calculado aproximadamente entre 104 y 105. Da
do que una célula inducible determinada puede res
ponder, desde el punto de vista tedrico, a cier -
to nimero de determinantes antigénicos intimamente
relacionados, este nimerc de células inducibles,
permitiria al animal reaccionar a gran nlmero de
ant{genos especificos, Cuando a un animal sa le ad
ministran simultaneamente dos antigenos o mas, en
la dtapa inicial surgen poblaciones psequefias de -
células diferentes, de modo que, cada una de ellas
elabora anticuerpos especificos para uno de los an
tigenos, Es de interés que las poblaciones que res
ponden espscificamente incluyan células que forman
anticuerpos de distintas subclases,
Uno de los caricteres mds interesantes de

la teoria de la seleccidn clonal es que puede ex
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plicar la formacidn de autoanticuerpos. Segin es'
ta hipdtesis en la vida adulta surgen clonas de
"células mutantes" que de alguna manera escapan

a la inhibicidn especifica o a la destruccidn par
autoantfgenos, Estas clonas hipotéticas se lla =
man clonas prohibidas", No se ha especificado si
las mutaciones que aparecen para proporcionar la
poblacidn heterogénea de células inducibles, se
observa sclamente entre las células inducibles y
sus descendientes o entre las células madres prg
genitoras de las inducibles, Pudiera ser que la ¢’
célula madfe lleve la informacidn genefica y que
la capacidad de mutacidn sea, principalmente, pro
piedad de células inducibles. En caso, de que cg
mo parece ldgico suponer, continde toda la vida
la mutacidn somdtica entre las células inducibles
la gama de antigeno a los cuales puede responder
un animal de manera mensurable se ampliarfa con
el tiempo, as{ como, el grado al cual sl animal
esté sujeto a estimulacidn por antigenc. Es paten
te que poco después del nacimiento apareceria una
ampliacidn brusca del espectro de antigenos a los

‘cuales puede responder el animal poce después del
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nacimiento, cuando el individuo se expone por pri
mera vez a gran nilmero de antigenos. Pero para a

ceptar estas ideas se precisa una prueba adecua=-

da de esta hipdtesis,

Se acepta, en general, que en un momento
dado una célula que produce anticuerpos elabora
moléculas de anticuerpos homogéneas respecto a sub
ctlase, especificidad y avidéz, Ello se apoya en la
observacidén de que las células malignas del mielg
ma monoclonal forman inmunoglobulinas estructural
mente homogéneas, lo cual es compatible con la tego

ria de la seleccidn clonal,
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c) Teoria de la linea germinativa

A diferencia de las teorias de seleccién,
que postulan que las células germinativas, sdlo
necesitan transmitir a las células somaticas una
cantidad limitada de informacidn genética para
la produccidn de anticuerpos, la teorfa de la 1i
nea germinativa exige que todos los genes estruc
turales que regulan la formacidn de anticuerpos
se transmitan de las células germinativas a las
somaticas, incluidas las células linfoides y sus
progenitores, As{, pues se supone que todas y ca?
da una de las células inducibles, llevan toda la

informacidn genética que poses el animal para pro
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‘ducir moléculas de anticuerpo. En consecuencia,'
una célula inducible deberia ser capaz de res =-
ponder a cualquier antigeno que llegue por pri=-
mera vez a ella y cause induccidn. Ademds, seria
ldgico suponer que cada célula inducible pudiera
responder a dos o mas antigenos o determinantss
antigénicos que pudieran llegar a ella simulta-
neamente, lo cual ocurre excepcionalmente o nun
ca.

El cifrado o codificacidn para la produc
cidn de anticuerpos contra todos los antigenos a
los cuales pueds responder un animal exigiria -
probablemente del 15 al 20% del DNA de la célu-
la, cantidad que es desde luego, excesiva. En con
secuencia, cabe suponer que la hipdtesis de la 1li
nea germinativa "“directa" necesita modificarse pa
ra tomar en cuenta el gran nlmero de dsterminan-
tes antigénicos a los cuales pueds responder un a
nimal y para explicar la avidéz creciente del an
ticuerpo producida despuds de la antigenizacidn,
Entre las modificaciones de la teoria de linea
germinativa propuestas en fecha reciente para ex

plicar la diversidad entre sitios de reaccidn de
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anticuerpos de una célula cifrados por herencia,*
se cuentan la teoria de medios gen de DREYER y
BENNET y la teoria de variacidn sematica de 1i-
nea germinativa enunciada por LENNOX y COHN, Se
gln esta Gltima hipéfesis, la linea germinativa
lleva tres genes, parte de los cuales, puede va

- ” .
riar somaticamente,
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En el capftulo anterior hemos estudiado
el mecanismo de la inmunizacidn y las teorias
que lo explican, En este resumiremos las ideas
fundamentales sobre naturaleza, absorcidn y e-
fectos bioldgicos de las radiaciones ionizan -
tes para, en el prdximo, dar cuenta de los co-
nocimientos hasta ahora existentes de cémo la
radiacidn interfiers =—excitando o deprimiendo-

los fendmenos inmunitarios,.

Naturaleza de la radiacidn
LLas radiaciones son oscilaciones electro-~

‘magnéticas cuya energfa viene dada por la fdrmu.
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ka E=h,v. donde h es la constante de Plank y v la
frecuencia de la radiacidn., Como a su vez la fre-
cuencia viene dada per la relacidén v=-S-- donde
c es la velocidad de la luz en el vacio y la
longitud de onda correspondiente, la fdérmula de la
energia de la radiacidn puede adoptar también la

forma

E = hoV. = ho"’E-

De esta forma, y segln la longitud de onda
decreciente de las radiaciones electromagnéticas
(o seglin su frecuencia creciente) distinguiremos
sucesivamente las ondas de radio, sl radar, las
radiaciones infrarro jas, las luminosas, las ultra
viocleta, las radiaciones X y las radiaciones gam

Mmase

Absorcidn de la radiacidn

Segln expresa eficazmente la Ley de Grottus-
Draper, "sdlo es eficaz la radiacidn absorbida",
Cuando la radiacidn electromagnética interacciona
con un absorbente, parte de ella se transforma sn
otro tipo de energfia (calor, excitaciones, fluo =

rescencia, ionizaciones, reacciones quimicas) y*
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partd continda sin absorberse. De la fraccidn de
energia de la radiacidén que se transforma en o-
tra energia distinta decimos que se ha absorbi-
do.

Segln la energfa de la radiacidn incidente,
su absorcidn podra determinar uno u otros fend~-
menos. Hasta la radiacién infrarroja, la ener -
gia vehiculada por la radiacidn sdlo es capaz de
aumentar la movilidad de las moléculas del ab =
sorbents lo que en esencia significa que se au=-
menta su temperatura. La radiacidn ultravioleta
tiene ya tal energia que puede hacer algo méss
actuar sobre los electrones de las capas exter
nas de los atomos modificando sus enlaces, y por
Banto, aumentando su reaccionabilidad quimica.
Efecto conocido por la radiacidn ultraviocleta es
la produccidn de oxigeno atdémico al actuar sobre
el oxigeno molecular, y la rédpida reunidn de es-
tos atomos de oxf{geno asi liberados bien en molg
culas biatdmicas (0,), o bién en moléculas tria-
témicas (05), con formacidn de ozono.

Pero a partir de cierta frecuencia la radia

tidén tiene ya tal energfa qus su absorcién va a -
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‘dar origen a un fendmeno que hasta entonces no
tenia capacidad de producirs la aparicidn de io-

nizaciones en 8l absorbente.

Produccidn de ionizaciaones

En sfecto, en radiaciones de energfa supe ~-
rior a 34 eV (energia que se considera necesaria
para producir un par de iones), su absarcién con
ducird, por diversos mecanismos, a la expulsidn
de un electrdn del atomo incidente. De esta for
ma, este atomo que previamente era neutro, es dg
cir, con un nlmero de electrones corticales igual
al ndmero de protones que cohtiene al nidcleo, que
da ahora con una carga negativa de menos, o, lo
que es igual, con una carga positiva de mds, esto
es, transformado en un idn positive, Por su par=-
te, el eslectrdn expulsade de este 3tomo, después
de un recorrido mds o menos largo en el medio sg
gin la energia que se le haya comunicado, queda-
rd atrapado por otro dtomo al que le adicionarj,
por tanto, una carga negativa, transformandolo
de atomo neutro sn idn positivo. Como siempre se

forma un idn positivo y un ién negativo, se dice-
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‘que la absorcidn de la radiacidn X o gamma provg

ca la aparicidn de pares de iones,.

Lesidn bioquimica

Si estudiamos el efecto de los pares de io-
nes provocades por la irradiacién, a los que hay
que afiadir otros efectos provocados por la absor
cidn de la energia radiante, como son aparicidn
de excitacidnes moleculares, veremos gue en cof
junto se pueden resumir como la aparicidn brus-
ca, dentro de ciertos &tomos componentes de mo~-
léculas, de una gran capacidad de reaccionabili
dad quimica, Tal capacidad es singularmente no-
table cuando la radiacién incide en el agua (y
el hombre estd compuesto por agua en sus tres
cuartas partes) en la que aparecen los llamados
"radicales libres" gue extienden, en el tiempo y
en el espacio, la capacidad reaccional mds allé
del punto que ha soportado el impacto directo (o
sea, la aparicidén de los pares de iones) de la
radiacidn,

La reaccionabilidad incontrolada de estos

~atomos ionizados o excitados o de los radicales,
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libres producideos en el agua conduce sismpre a
una perturbacidn de las moléculas iniciales, en
muy diversos sentidos. Como consecuencia gene =
ral se puede indicar que dichas moléculas no cum
plirdan su papel mstabdlico original, por lo que
se puede hablar con propiedad de la existencia

de una "lesidn bioquimica"™,

Lesidn celular

Si del nivel bioquimico pasamos al nivel ce
lular veremos que para que la afectacidn de la
célula Por la radiacidn dependsra de qué molécu-
las o estructuras ha lesionado la radiacidn, Da-
do que la célula es de un enorme tamafio en rela-
cidn a la zona afectada por un impacto de radia-
cidn, la "lesidn bioquimica" mencionada puede tg
ner muy diversas repercusiones en la vida de la
célula, Podemos decir, naturalmente muy a grandes
rasgos, que en orden a la vida de la célula las
moléculas o blancos biocldgicos que van a tener mas
importancia frente a la radiacidn van a ser suce-
sivamente el DNA, el RNA y las proteinas.
. La afectacidn del ONA tiene importancia cuan

do la radiacién fragmenta la doble hélice, pues
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se ha comprobado que la ruptura de uno solo de
los filamentos permite la reparaci8én de la lesidn
con base al molde quse representa el filamento que
ain gueda intacto de la doble hélice., La ruptura
de los dos filamentos, sin embargo, se sigue habi
tualmente de la separacién de los fragmentos, con
lo que la reparacidn es ya imposible, Tanto la le
sidn del DNA especialmente, como en menor medida
la del RNA, impiden la transmisidén del mensaje gg
nético y la sintesis de las proteinas, terminando
por originar una muerte reproductiva o una muerte
bioldgica de la célula, A efectos practicos impox
ta mucho considerar la muerte reproductiva celular,
esto es, su incapacidad de divisidn ulterior, que
se consigue a menos dosis que la muerte bioldgica,
peroc que supone la alteracidn de las funcionss ti
sulares que esta célula debe cumplir, en especial
en tejidos en los que actda como célula clonogéni

Cae
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Lesidn tisular

El resultado final de la accidn de la radia
cidn sobre la célula es su muerte reproductiva o
bioldgica, Si consideramos ahora un tejido en su
conjunto, como los efectos de la radiacidn se dis
tribuyen al azar, lo mismo ocurrird con la distri
bucidn de las células muertas por irradiacidn,por
lo que podremos decir que morirdn mas o menos cd
lulas del tejido segin se aplique una dosis mayor
o menor de radiacidn. Los fendmenos subsiguientes
dependeran de la naturaleza del tejido. Existen,
por una parte, tejidos constituidos solamente por
cédlulas diferenciadas, incapaces de multiplicacidn
“como el tejido nervioso. En 81, la célula muerta
por la radiacidn serd una célula irrecuperable e
insustituible, y el efecto de la radiacidn sobre
el tejido serd grande por no existir mecanismos de
reparacidén celular, En otros tejidos, en cambio,
existe una fraccidn de células que estan en cong
tantd multiplicacidn, y a las que denominamos c§
lulas madres o clonogénicas’s Estas células estéan
constantemente produciendo células hijas utiliza

-bles por el organismo, pero sin capacidad faproT
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ductivae. A la fraccidn de células que estén en
constante multiplicacidn dentro de un tejido la
denominamos "fraccidn de crecimiento", Pues bien,
la actuacidn de la radiacidn sobre uno de estos
tejidos matari en principio, cierta cantidad de
células, entre ellas algunas de la fraccidn de
crecimiento, produciendo una depopulacidén general
del mismos Pero al poseer este tejido una capaci-
dad reproductora constante, tras la irradiacidn

se pondran en marcha los mecanismos de recupera-
cidn consistentes en el aumento de la proporcidn
de células que van a actuar como "células clonogd
nicas" o "éélulas madres", o sea, en sl aumento de
la fraccidn de crecimiento, durante el tiempo necg
sario para compensar la pérdida celular experimen
tada por la irradiacién, hasta que, por mecanis =
mos de feed=back, conseguida la suplencia de las
células perdidas vuelva la fraccidn de crecimien=-

to a su estado previo a la irradiacidn,

Radiosensibilidad celular y tisular

En esta breve exposicidn de la accidn de la

radiacidn sobre la célula y sobre los tejidos los




67

hemos considerado como homogéneos, Sin embargo la
realidad demuestra que por muy diversas causas u-
nas células se afectan mas que otras ante la ac -
cidn de la radiacidn, por lo que decimos que estas
células son més radiosensibles que las otras, La
radiosensibilidad celular seria, segin ello, la
susceptibilidad de la célula a lesionarse por la
accidn de las radiaciones,

Si el blanco bioldgico primario de mayor im
portancia vital para la célula, es el DNA, muchos
estados de mayor o menor radiosensibilidad pueden
relacionarse con la mayor o menor afeétacidn del
DNA por las radiaciones, dependiendo de su situa
cién en relacidn con el ciclo mitdtico (en repo=-
so en fase de sintesis, en fase premitdtica) o a
la forma de exposicidn del DNA (normal o en gru-
mos, como ocurre en el periodo premitdtico), a la
posibilidad de reparar enzimaticamente el dafio cau
sado, 0 a factores adn no bien conocidos., Las le-
yes de la sensibilidad celular, que establecieran
Bergonie y Tribandeau postulaban que una célula
es tanto mds radiosensible,

a) cuantoc mayor sea su capacidad reproducto

ra




68

b) cuanto mds largo sea su porvenir cario-

quinético

c) cuando menos definida estén su morfolo=-

gia y sus funciones.

Si pasamos de la célula al tejido, su radio~-
sensibilidad dependera por supuesto de la radiosen
sibididad de las células que lo componen, pero ade
mis, para valorar el dafio final producido por la
radiacidn, introduciremos un nuevo factor: la ca=-
pacidad de reparacidn o nd del dafio celular causa
do. De sste modo, si bien el tejido nervioso es
muy poco radiosensible = al ser sus células muy
diferenciadas~, en cambio su afectacidn es de peg
res consecuehcias que la de la piel o la de la mé
dula dsea, puesto que en el tejido nervioso adul=-
to no hay capacidad de regeneracidn de las células
muertas que en la piel o en la médula dsea, mids ra
diosensibles, hay una gran capacidad de reposicidn

de las células lesionadas por la radiacidn,

Radiosensibilidad de los organos

La radiosensibilidad de un drgano determinado

va a venir marcada por la radiosensibilidad de los
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tejidos que lo integran y por su valor funcional"
respective, Asi, por ejemplo, las células paren-
quimatosas qud estan funcionalmente diferencia =
das suelen tener escasa radiosensibilidad. En cam
bic, reviste gran importancia el comportamiento
del endotelio vascular, puesto que las células =~
que lo integran, ante dosis de radiacidén menorss
que las precisas para afectar las células paren
quimatosas, se edematizan obstruyendo el vaso y
motivando, la repeticidn de estas obstrucciones,
la aparicidn de zonas de isquemia que por este -
mecanismo si que dafian las células parenquimato-
sase De aqui la disparidad que se puede encontrar
ante el hecho de que drganes de células resisten-
tes, como sl sistema nervioso, se afecten por la
radiacidén, no por mecanismo directo (accidén de la
radiacidn sobre las neuronas), sino por mecanismo

indirecto, especialmente de tipo vascular,

Radiosensibilidad general del orqanismo

Al considerar los efectos de la irradiacidn

del organismo se debsen separar los producidos por
‘upa irradiacidn parcial y los originados por su_

irradiacidn total, En el primer casac la lesidn
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Ye uno o varios organos por radiacidén produciré
trastornos generales que dependerin del papel
funcional de dichos organos en la economia. Por
lo general se trata de la irradiacidn de zonas
corporales con fin terapéutico y en las que no
se puede excluir la irradiacidn de organos sanos
o bien irradiacionses accidentales gue abarcan u-
na cierta zona orgdnica, pero no su totalidad.
Desde sl punto de vista de nuestro estudio
nos interesa mas considerar la accidn de la ra-
diacidn sobre el organismo en su conjunto, Lo
cual implica, ante todo, el hecho de que la irra
diacidn total tiene unos efectos nocivos mucho
mayores que las irradiaciones localizadas, con
gran diferencia de dosis. Asi, en el hombre la dg
sis total media DLSU/SD (es dscir, que la produce
la muerte a mitad de la poblacidn expuesta a los
treinta dias de la irradiacidn total) es de 500
rads, en irradiacidn total, dosis que, en irra =
diacidén parcial, se puede administrar a cualquier
zona corporal sin que se presenten efectos orgé-
nicos importantes, Este hecho se explica porque

en la irradiacidn parcial siempre hay zonas no le
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sionadas que sirven de base para la repopulacidn
celular de las zonas afectadas, mientras que en

la irradiacidn total no dejamos ninguna posibili
dad de repopulacidn por no existir zonas indem =

nes a la accidn de la radiacidn,

Afectacidn del organismo por irradiacidn

total

Al igual que la radiosensibilidad de los of
ganismos depende de la de sus tejidos constituti
vos, la radiosensibilidad del organismoc en conjun
to depende de la de sus diversos organos y de la
importancia funcional de los mismos.s Si conside-
ramos el efecto de la irradiacidn en cuanto a la
vida del sujeto, veremos que la importancia fun-
cional de los organos radiosensibles es muy di =-
versa. Por un lado el tejido hematopoyético es
muy sensible y de gran importancia funcional, Por
otro, el testiculo es muy radiosensible, pero su
afectacidn no supone peligro grave para la vida
del sujeto. Por eso, no basta considerar solamen
te los organos mis radiofensiblas, sino su impog

tancia bioldgica en cuanto al mantenimiento de
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la vida,

Cifiendonos a estos supuestos, la afectacidn
organica del sindrome general de drradiacidn le-
siona, a dosis crecientes de radiacién, los si =
guientes aparatos o sistemas: hematopoyética, di
gestivo y nervioso. Las dosis menores capaces de
producir la muerte lo hacen por la afectacidn del
sistema hematopoyético con su correlato de leucg
penia (en especial linfopenia), trompopenia y ane
mia, disminuyendo per tanto los mdcanismos de dg
fensa a las infecciones, y sobreviviendo la muer
te por esta causa, A dosis mayores se afecta es=
pecialmente el aparato digestivo, en especial el
intestino, originandoe un cuadro de diarreas incg
arcibles, nauseas y vémitos, que evoiucionan a
la aparicidn de Glceras necrdticas en intestino,
lo cual, unido a la afectacidén hemédtica antes in
dicada, acaba produciendo una sepsis sanguinea
mortal’, Finalmente, dosis elevadas de radiacidn
pueden producir una muerte slbita por afectacidn
del sistema nervioso central,

Si la irradiacidn se realiza a dosis submog

» .

tales, los efectos organicos van a verse, sobre-
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‘todo a nivel ddl sistema hematopoyético y del apa
rato digestivo, y sus efectos van a trascender a
todas las funciones ligadas a ellos. En sl capi-
tulo anterior hemos visto la estrecha relacidn
de los mecanismos inmunitarios con los linfoci-
tos, con los ganglios y con las proteinas especi
ficas del fendmeno inmune. En la irradiacién to=-
tal del organismo, la inmunidad como funcidn ge=-
neralizada, queda también afectada en mayor o me
nor grado, y estas variaciones, de enorme impor
tancia para el mantenimiento de los mecanismos
que aseguran la identidad bioquimica del profiio
yo, son los gue estudiaremos en el préximo capi

tuloc,




CAPITULED 1V

ACCION DE LA RADIACION SOBRE
LA RESPUESTA INMUNITARIA
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En los capftulos anteriores hemos intentado
exponer, en primer lugar, lo esencial del meca=-
nismo inmunitarioc que conviene conocer para nuss
tro trabajo. Luego la naturaleza y mecanismo de
accidn general de las radiaciones ionizantes. En
este capftulo gueremos plantear lo hasta ahora
conocido de cdmo la irradiacidn interfiere el me
canismo inmunitario general,

Para ello trataremos, primero, de la influen
cia de las grandes dosis de radiacidn, y luego, d
de la influencia de dosis minimas, tanto en lo rg
ferente a la respuesta primaria como en la secun

_daria,




76

.

Efecto de las grandes dosis de radiacidn

£l efecto general de las grandes dosis de

radiacidn es la depresidn del sistema inmunita-
rio y de su respuesta a una agresidn, Sin embar
go esta depresidn varia tanto segdn los momentos
y circunstancias en que se realice la inmuniza =~
cidn, que debemos distinguir el efecto obtenido
sobre la inmunidad ihnata y el efecto inhibidor

de la formacidn de anticuerpos.

a) Accidn sobre la fnmunidad natural

De muy diversas formas influye la irradia=-
cidn disminuyendo las defensas naturales del or-
ganismo’s En unos casos, por su accidn directa so=
bre la piel, la mucosa intestinal y el pulmdn, di
ficulta el papel de estos drganos como barrera de
fensiva ante la entrada de gérmenes en el organis
mo’, En otras ocasiones, la radiacidn actla sobre
el sistema reticule-endotelial disminuyendo su a
actuacidn, pero al parecer mis que ejercer una ac
cién directa a su nivel lo que ocurre es que por
efecto indirecto, al disminuir los mecanismos de

broteccidn de piel, pulmdn y digestivo, existe
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‘como una saturacidn de fagocitosis bacteriana pér
parte de los macréfagos, que condiciona la dismi
nucién general del mecanismo de defsensa que re-
presentan;

También se ha supuesto la accidn de la radia
cidn sobre otros mecanismos de la inmunidad natu-
ral, como serian la destruccidén de la actividad
bactericida sérica (comprobada en el suero de co-
nejo especialmente) o la afectacidn de la produc-
cidn de properdina, con su destacada influencia

en la defensa natural frente a la infeccidns

b) Accidn sobre la inmunidad adquirida. Res-

puesta primaria.

En cuanto a la inmunidad adquirida, veamos
cémo las grandes dosis de radiacidn pueden influir
en la respuesta primaria y en la secundaria,

En cuanto a la respuesta primaria, la irradia
cidn en general rebaja la formacidn de anticuerpos,
Los factores que intervienen en este fendmeno son
las dosis de radiacidn aplicada, la naturaleza del
gst{mulo antigénico y el momento de la irradiacidn

en relacidn a la inmunizacidn, Por lo general los
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‘experimentadores utilizan un tipo de antigeno
bien definido, y varian las dosis de irradiacidn
y el momento de la misma,
Las experiencias de Taliaferro y cols,., son
muy demostrativas, Estos autores estudiaron el e
fecto de diversas dosis de radiacidn sobre la res
puesta inmune primaria en conejos, Para ello ss
les irradid con dosis de 25 a 750 R en irradia =
cidn de cuerpo entero, y dos dias mids tarde se les
antigenizd con hematies de oveja, examinando pos- _
teriormente la hemdlisis producida. Se vid que
con dosis de 100 R o menos no existfa ninguna sy
presidn en la formacidn de anticuerpos. Hacia 250
R, la cantidad de hemdlisis disminuia en un 50%
aproximadamente, para 400 R esta disminucidn 1llg
gaba hasta el 95%, y para 500 R, se alcanzaba casi
el 100%, La duracidn del periodo de induccidn se
prolongaba con el aumgnto de la dosiss Normalmen
te este periodo era de unos tres dias, pero con
dosis de 500 R se llegaba a alcanzar los 14 dias,
Tal como se habia visto en experiencias antg
riores, tiene una gran importancia el momento de

-

la irradiacidén en relacidn al de la antigeniza-
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cidn,. Asi, en la experiencia que mencionamos cuqﬂ
do la irradiacidn de 500 R a cuerpo entero se rea
lizaba de uno a cuatro dias después de la inyec =
cign del antigeno, las cantidades de hemolisina
obtenidas no fueron muy diferentes de los valores
normales, Cuando la irradiacidén se realizd dos ho
ras después de la irradiacién, los titulos de he-
molisina hallados fueron significativamente mayo-
res que en los controles, Sin embargo, la produc-
cidén de anticuerpos quedd notablemente disminuida
cuando la irradiacidn se realizd de 12 a 24 horas
antes de la antigenizacidn,

Estas experiencias se podian interpretar en
el sentido de que el mantenimiento de la respues=
ta de anticuerpos indicgba que sl estadio inicial
de la induccidn de la formacidn de anticuerpos no
se afectaba por accidn de la radiacifin, En cambio
en aquellos qasos en que aparecia una notable re-
duccidn en la respuesta antigénica se podia dedu-
cir que la radiacidn habia inhibido alglin estadio
inicial en la resfiuesta antigénica que por esoc mis
mo debia ser radiosensible, Por ello resultaba de

interés ver cdmo se consegufa la recuperacidn de.
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la curva de antigenizacidn. El periodo de induccidén
crecia a medida que eran mas cercqnos el momento de
la irradiacidn y el de la inmunizacidn, de modo que
de unos periodos de cuatro dias se podia llegar a
alcanzar un periodo de induccidn de diez y nueve
dias cuando la irradiacidn se efectuaba dos dias an
tes de la antigenizacidn,

Las experientias de Stoner y Hale, realizadas
con ratones a los que antigenizaban con toxoide tg
tinico, demostraron que, con irradiacidn total a
200 R, la depresidn maxima de la respuesta prima-
ria se consequia cuando se irradiaba uno o dos dias
antes de la inmunizacidn, y, para la respuesta se-
cundaria, cuando se irradiaba 12 horas antes de la
nueva antigenizacidne. La depresidn producida por
la radiacidn era de mucha mis intensidad y duracidn
para la respuesta primaria que para la secundaria,
Comparando ambas respuestas, cuando se irradiaba
una hora antes de la antigenizacién se precisaba
para obtener la misma depresidn de la respuesta an
tigénica, una dosis de 50 rads en la respuesta pri
maria, y una dosis de 400 rads para la secundaria,

En general la afectacidn de la respuesta primaria
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se comprobaba como unas tres veces mds radiosensi
ble que la respuesta secundaria,
Los mismos resultados se obtuvieron de las

experiencias de Gengozian y Makinodan, que estu-

diaron los efectos de la irradiacidn sobre la res
puesta primaria y secundaria a la antigenizacidn
del ratén con hemaglutinina, La mixima depresidn
en la respuesta inmune, en términos de disminucidn
de la titulacidn conseguida y de prolongacidn del
periodo de latencia se obtenia cuando se irradia-
ba (con 710 rads) una a dos horas antes de la in=
punizacidn,

El mecanismo de actuacidn de la radiacidén sg
bre la inmunidad tiene lugar sobre todo por el efec
to de la radiacidn a nivel de médula dsea y célu -
las linfoides. Son importantes a este respecto las
experiencias de irradiacidén con proteccidn de orga
nos linfoides, o las de recuperacidn del efecto de
la irradiacidn mediante sustancias quimicas, La =
proteccidn de zonas corporales de la irradiacidn
tiene efecto protector de la inmunidad incluso auhn
que la zona linfoide protegida no tenga un gran pa
pel en la produccidn de antigenos., Asi, la protec~-

cidn del apéndice = zona linfoide que normalmente
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ne se encuentra comprometida en la respuesta inmu-
notaria = mejora la respuesta inmunitaria de los
animales asi protegidos en relacién a los irradia
dos con las mismas dosis de radiacidn y que no tie
nen esta proteccidén. Lo mismo ocurre con la preser
vacidn del bazo y de otros organos linfoides, Al-
gunos autores, para explicar este hecho, suponen
gque la proteccidn obtenida no proviene tanto de la
proteccidn de los organos linfoides, sino de la =
proteccidn de células mdviles capaces de repoblar
la pérdida celular,

Por otra parte, si al inyectar el antigeno
en el momento de mixima depresidn de la respuesta
inmunitaria - que es, en el conejo, las 12-14 ho-
ras de la irradiacién total = se inyectan conjunta
mente productos de degradacidn de los &dcidos nucléi
cos, o bien agentes citotdxicos, tales como endotg
xina o colchicina, que actuaran de un modo semejan

»

te al liberar estos productos de las células lesio
nadas, la respuesta inmunitaria no ddcae tan fuer-
temente como en la inyeccidn simple del antigeno

después de la irradiacidén. Como estas sustancias pr

puotectoras del mecanismo inmunitaria son estimulgg

tes de la sintesis de DNA, mientras que las depresg
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ras de la reaccidn antigénica son inhibidoras de -
la sintesis del DONA, tal hecho sugiere de la in-
duccidn de la sintesis de anticuerpos guarda una
estrecha relacidn con la sintesis del DNA,

T 4

c) Accidn de la radiacidn sobre la inmunidad

adquirida, Respuesta secundaria,

Aunque el nlmere de trabajos realizados so-
bre la accidn de la irradiacidn sobre la respues-
ta inmune secundaria es menor que el de los reali
zados sobre la respussta primaria = ya hemos comen
tado algunos de ellos en sl aparato precedente -
se puede sefialar que, en general, la respuesta sg
cundaria se comporta frente a la radiacidn como me
nos sensible que la primaria. Sin embargo alqunos
resultados parecen sugerir que cuando se irradia
después de la antigenizacidn secundaria, los pard
metros no varian o incluso se estimulan, mientras
que cuando se irradia antes de la inmunizacidn tg
dos los pardmetros de la respuesta antigénica se

deprimen
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: Efectos de la radiacidn sobre las células °

del sistema inmunitario.

El mecanismo de accidén de la irradiacidn sg
bre el sistema inmunitario pusde explicarse apli-
cando los conceptos del capitulo anterior sobre la
accién de la radiacidn sobre las células y tejidos.
La radiacidn destruye en principio las células mds
activas, tanto en la respuesta primaria como en la
secundaria, e impide o retrasa su regeneracidén, Co
mo consecuencia, si se irradia antes de la antige
nizacidn, se impedird o retrasard la induccidn de
la respuesta antigénica puesto gque habran muerto
bastantes células, y las restantes quedaran en pa
ro proliferitico durante algdn tiempo. Sin embar=-
go, si la irradiacidn se realiza upa vez comenza-
do el proceso proliferativo y de diferenciacidn,
el mecanismo de produccidn de anticuerpos es radig
resistente, puesto que tanto las células del Siste
ma Reticulo endotelial como las células plasmati-
cas lo son, Con este dato, como también sabemos
que el linfocito es una célula extraordinariamen=-
te radiosensible, que muere a las pocas horas ds
exposicidn a las radiaciones, podemos intentar ex~

plicar la accidn de la radiacidn sobre el procesc
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inmunitario desde una base celular admitiendo que
la supresidn de la respuesta inmunitaria cuando

se irradia uno o dos dias antes de la antigeniza-
cién, y su normalidad cuando se irradia, en cam=
bio, en el momento de la antigenizacién, se podria
explicar mediante las dos fases del mecanismo de
la antigenizacidn. En la primera, deben existir en
el organimsc linfocitos funcionales mientras que
en el segundo, desarrollado sobre todo por las cg€
lulas plasméticas, no importa que exista una des-
truccidn linfocitaria, Parece que basta poco tiem
po de exposicidn del linfocito inmaduro al antigg
no para realizar su conversidn en célula plasma-
tica, lo que explicaria también el breve periodo
que supone la depresidn o la insensibilidad del
proceso inmunitario por accidn de la radiacidn.

Se ha comprobado que con dosis bajas de irra
diacién, de 10 a 25 rads a todo el cuerpo, aumenta
la respuesta antigénica. Al iniciarse la radiotera
pia era clésico indicar que "pequefias dosis de ra
diacidn existan, grandes dosis deprimen" intentan
do explicar de este modo numerosis fendmenos bio=-
18gicos observados por entonces’s Hoy en dfa ya no

se puede admitir esta afirmacidn de modo exclusi
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Vo, pues, mejor conocidos los efectos de la radia
cién, se puede indicar que, a escala celular, es-
ta siempre tiene un efecto lesivo. Serd la res -
puesta del tejido u drgano a la muerte de un nimg
mayor o menor de sus celulas =~ seqgin la dosis de
radiacién administrada - la que condicionard, fi-
nalmente, la apricidén de un efecto organico esti
mulante o supresor.

Aplicado este principio a las células lin-
foides podemos suponer que la irradiacidén a «dosis
bajas producira un porcentdje no muy elevado de
muertes celulares, muertes que el tejido linfoide
podrd, desde luego, superar, para lo cual pone en
marcha sus mecanismos de multiplicacidn celular,
Si en ests momenté se realiza la inmunizacidn, y
ya normalmente van a ser las células estimuladas
por el antigeno las que van a tener el impulso ha
cia la divisidn, seran estas células a su vez las
que recibiran mayores estimulos por parte del te-
jido para su repopulacidn. De esta forma se puede
comprender el efecto estimulante en la produccidn
de antigenos de dosis bajas de irradiacidn, a pe-
gar de que el efecto primarioc sea siempre de tipo

lesivo para una mayor o menor cantidad de células.,



CAPITULRDO v
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Propdsitos de la experimentacidne.

El propdsito general de nuestra experimenta
cidn ha sido el estudio de las variaciones del es
tado inmunitario producidas por la irradiacidn,
Hemos pretendido, en concreto, observar las varig
ciones que producen dosis bajas y dosis elevadas
de radiacidn, administradas a diferentes interva-
los de tiempo, antes y despues de la inmunizacidn,
sobre la respuesta antigenica medidas en términos

cuantitativos,
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Condiciones de la experimentacidn

Toda experimentacidn inmunitaria se debe
caracterizar por tres condicionamientos: la exis
tencia de un sistema reticuloendotelial competen
te en un animal aproffjiado y al que se administre
un antigeno adecuado para las comprobaciones pos
teriores del estado inmunitario.

En primer lugar se precisa un sistema reti
culoendotelial competente, qus, para nosotros,ds
be ser virgen frente al antigeno a probar,., Esta
condicidn se basa en que nosotros deseamos medir
como patrdn es la respuesta primaria, no la secup
daria, porque, como sabemos, cuando el animal ya
estd antigenizado, aunque sea en cantidad minima
la respuesta va esti potenciada,

Las condiciones referentes al animal de ex
perimentacidn las hemos resuelto escofiendo para
nuestro trabajo el conejo gigénte de raza espafiola
y de tres meses y medio a seis meses de edad, de
modo, que no estd en época de vejez ni de prematy
ridad, para evitar que su sistema reticuloendote-
lial se encuentre, sino en plena madurez de res =

puestas, lo que se debe confirmar mediante las prle
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bas basales antes de la antifenizacidn especificd,
Necesitamos, finalmente, un antigeno adecua-

do. En nuestro caso ha comsistido en un pansl pro=-

téico total de extracto de cristalino de gallina

doméstica raza Ross I, extraido segln las condicig
nes que luego indicaremos, Este antigeno cumple,en
cuanto a peso molecular, secuencia de aminoacidos,
etc., todas las condiciones requeridas para su es-
tudio en las experiencias de antigenizacidn bajo
irradiacién, Estas condiciones seran, fundamental
mente, a) la induccidn de un fendmeno inmunitario
de respuesta mediante la produccidn de anticuerpos
especificos, o sea, en nuestro caso, la aparicidn
de inmunoglobulinas especificas frente al panel de
extracto total de cristalino, b) el antigeno no sd
lo debe inducir la respuesta especifica, sino que
ademas debe ser capaz de reaccionar de modo espe-
cifico frente a los anticuerpos que produce,.

Estas dos condiciones basicas, induccidn de
respuesta y reaccidn especifica con los anticuer-
pos formados, son las que hemos procurado cumplir

en nuestra experimentacidn y las que nos han ser=-

vido de basd para la cuantificacidn del fendmeno
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inmunitario por influencia de la radiacidn,

Animales de experimentacidn

Hemos utilizado conejos de raza tipica stan-
dard, blanca, leonada espafiola gigante, de las si-
guientes caracteristicas,

a) Crianza y cuidados

Estos animales se han estabulado y criado en
el animalario de la Facultad de fMedicina de Sevi-
llas Durante todo el tiempo que ha durado la expg
rimentacidn se han mantenido en idénticas condi-
ciones ambientales de temperatura, humedad s ilu-
minacidn, Se les alimentd con pienso granulado Ca
tyd n® 12 especial para conejos, La temperatura se
mantuvo constante mediante cinco ldmparas de rayos
infrarro jos, No se les administré ningdn farmaco a
excepcidn de penicilina (penivel) para prevenir la apa
aparicidn de infecciones intercurrentes que pudig
ra enmascarar los resultados y alterar las concly
siones,

Durante la experimentacidén dos de los anima
les manifestaron sfntomas de asfixia por compre-

sidn en las jaulas donde se introdujeron para la




92

preparacidén a la irradiacidn, Fueron sustituidos
por otros de las mismas condiciones y camada,

b) Edad

Ha sido heterogénea oscilando entre los tres
meses y medio y los ciento cicuenta dias a partir
del destete, periodo en el que se considere que el
sistema reticuloendotelial del conejo tiene las
condiciones de madurez precisas para realizar las
experiencias,

c) Sexo

Los animales fueron preferentemente machos,
si bien en algunos lotes también se utilizaron hem
bras, manteniendo siempre las mismas caracteristi
cas bioldgicas de edad, raza y peso, No hay eviden
cla de que el sexo modifique notablemente la res-
puesta antigénica del individuo,

Antigenoc empleado

El antigeno empleado y la forma de proceder
a la antigenizacidn han respondido a las siguien-
tes caracteristicass

a) Panel antigénico

Como panel antigénico hemos utilizado protei
na alfa cristalina de extraccidn de cristalino to-

tal de la gallina comin (especie gallus gallus) de
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razo Ross I, y dd edad de entre tres meses y cin-
cuenta y un dfas, que 8s la que los veterinarios
estiman dptima para realizar el sacrificioc con ma
yor peso y menos costo, Se adquirieron en un ma =
tadero comercial las cabezas de los apimales sa =
crificados para la venta, de los que se extrajo el
cristalino a partir del cual se obtuvo el panel an
tigénico.

El extracto se realizd mediante macerado me
canico sequido de una friccidn celular en macera=-
dor de vidrio esmerilado lorite-glass CO Vineland
XI Je. Se calculd un cincuenta por ciento de P.B.S.
(solucidn salina tamponada con fdsforo del extrag
to fué de 70 a 120 mg/ml,

Al extracto se le afiade un centimetro cdbico
de coadyuvante de Freud (completo) cuya mezcla ori
final consiste en aceite mineral, ceras y bacilos
tuberculosos muertos, Afiadimos, ademés, doscientas
mil unidades de penicilina (penival) para evitar
infecciones,

El volumen total de cada antigenizacidn fué
de 2,5 cecs por animal. E1 extracto total se ajus

té a una proporcidn de 100 mg. de proteina por ml.
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S b) Forma de administracidn .

La administracidn del antigeno se realizd
por inyeccidn subcuténea, segiln la siguiente tég
nica: Se coloca al animal en cdbito supino y, cg
giéndoles ambas orejas, se estira de ellas hacia
atrds para colocar la cabez en hiperextensidn.la
inyeccidn se realiza de la forma que a continua-
cidn describimoss

Las extracciones de sangre se realizaron cg
locando al conejo en clbito prono y extrayendo
sangre de una de las venas dorsales de la oreja,
con un equipo pedidtrico Braun 70 y adaptador Re
cord, aguja de bisel corta 20 x 7, esteril y api
régena, con aguja siliconizada 22G de Palex. Se
toman en cada extraccidn 3 c.c. que se dividen
en dos tubos affadiendo la cantidad de heparina n
necesaria para evitar la coagulacidn. Uno de los
tubos nos servirad para investigar el sueroc (pro-
teinas totales, globulinas, stc.) y el otro para
practicar la fdrmula y el recuento,

.«

c) Antigenizacidn

e

La antigenizacidn se realizd mediante cuatro

‘inyecciones subcuténeas de unos dos centimetros,
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-

“cGbicos del panel antigénico utilizado mezclado
con penicilina en los pliegues de la piel de las
axilas y en los pliegues inguipales, Se tuvo es-
pecial cuidado en la asepsia de las agujas hipo=-
dérmicas, pero no se pinceld la piel con ninguna

sustancia antiséptica o desinfectants.

Técnica de irradiacidn

Para irradiar a los animales se les colocd
en decdbito supino, sujetos a una tabla e inmovi
lizados mediante atadura de las extremidades a
cuatro céncamos, La irradiacidn fué en una sola
dosis, y abarcando la totalidad dsl organismo
del animal, La distancia empleada fué de 120 cm.
fuente-piel, que permit{a obtener un campo de 30
X 45 cm, suficiente para cubrir el objetivo pro-
puesto’, E1 aparato utilizado fué el Theratron II,
de la Energia Atdmica del Canadi, existente en la
Facultad de Medicina de Sevilla,

Las dosis de radiacidn administradas han si
do de 10,20 y 300 rads, con arreglo a la siste-
matica gensral de irradiacidn que ahora indica-

moSe
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Sistemitica de la experimentacidn

Se agruparon los animales en ocho grupos de
seis conejos cada uno, designados como T (testi_
go) A, B, C, D, E, F, G, Como se trataba de com-
probar la influencia de la irradiacidn sobre la
respuesta inmunitaria, se estudid previamente en
todbs los grupos las globulinas basales, las prg
teinas y la férmula leucocitaria y recuento de
hemat{es y leucocitos, Los conejos se agruparon
de dos en dos para cada grupo, Se irradiaron a
dosis de 300, 20 y 10 rads para los grupos A al
D, de manera que los del A se irradiaran de esta
forma cinco dias antes de la inmunizacidn, los
del B, cuatro dfas antes, los del C tres dias an
tes, los del D dos dias antes, De esta forma se
deseaba analizar las diferencias de comportamien’
to frente a dosis altas (300 rads) y bajas (20 y
10 rads) aplicadas antes de la inmunizacidn,

Los restantes grupos se irradiaron con las
mismas dosds (10, 20 y 300 rads) para estudiar el
efecto de la irradiacidn inmediatamente antes y
después de la antigenizacidne. As{, el grupo E se
‘irradid de esta forma un dia antes de la antige~

nizacidn, el F un dia después y el G dos dias des
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pués de la misma,
Para facilitar el estudio de los resultados,
3 . P
exponemos el esquema general de la experimentacion

en un cuadro adjunto}
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’ Control de los resultados: Estudios hemdti-—

El material estudiado estaba constituido por
sangre de conejo que contenia como anticoagulante
EDTA=dik (sal dipotésica del &cido etilendiaming
tetraacético) en proporcidn de 1 mg/ml de sangre
completa,

El hemograma efectuado estaba compuesto por:

Recuento de hematfies

Para el recuento de hematiess se ha utiliza-
do el hemocitdémetro de NEUBAUER, cuyo cuadrado
central tiene 1 mm de lado (1 mm”) y estd dividi
do en 400 mds peguelos (1/400 mmz).

La altura del hemocitémetro es 0,1 mme La di
lucidn empleada para el recuento es 1:200 y para
diluir se empled sueroc fisioldgico salino (solu-
cidn del NaC1 0,9%), Se contaria segln sl método
habitual los hemgties contenidos en 40 cuadrados
pequsefios (1/400 mmz) y el cadlculo se hizo con a-
rreglo a la siguiente férmula N2 Contado x2 x10
x100 = H/mm™

Microhematocritos

Por centrifugacidn en tubos capilares de 70

mm de loncitud durante seis minutos a 12,000 r.pem,
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método basado en los trabajos originales de STRU=
MIA y cols, (1954), La lectura se efectud en el
lector de hematocrito de la casa Gri=-cell,

Hemoqlobinometrias

La técnica empleada es la recomendada por
KAMPEN y ZIJLSTRA (1961) para determinacidn de
cianmetahemoglobina,

La medida se ha efectuado en un espectofotg
metro Spectronic 20 de la casa Bausch y Lomb a 545
mm de longitud de onda.

Las cifras de absorcidn se compararon con U
na curva pfeviamente establecida con soluciones
standard calibradas en cianmetahemoglobina;

Recuento de leucocitos:

Para el recuento de leucocitos se empled sl
hemocitdmetro de NEUBAUER cuyos reticulos latera

les miden lmm de lado (1 mm?), y estén divididos

en 16 mis peuqefos que miden 1/16 mmz. La altura
de la cédmara es de 0,1 mm., La sangre se diluyd en
proporcidn 1:20 en liquido de Tlirk (el acético di
luido y violeta de gentiana),

Se contaron los leucocitos contenidos en todo
el reticulo. E1 cdlculo para hallar la cifra por

3 . s .
mm-~ se hizo con arreglo a la fdrmula siguientes
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Ne Cantado x10 x10 = N© Leucocitas / mm°.

Las extensiones de sangre fueron tefiidas
seglin el método pancrdémico de PAPPENHEIM (1911)
que es una tincidn combinada con los colorantes
de MAY-GRUNWALD y de GIEMSA y en ellas se determi
néd la fdrmula leucocitaria relativa por diferen =
ciacidn de cien elementos nucleados, y la morfolg
gfa eritrocitaria,

Para la diferenciacidh de los pseudoeosind=-
filos de la sangre de conejo de los eosindfilos
verdaderos hemos empleado el método de VEGA y Cols,
(1970) con verde de Guinea a ptc alcalino,

Los controles de calidad se han efectuado sg

gln las indicaciones de CARTWRIGHT (1973),

Control de los resultados: Técnicas de elec-

troforesis.

Los sueros para sangrias de pruebas practica
das en regidn central de la oreja a nivel de la ug
na central o bien a nivel de la vena marginal, me-
diante lanceta de Frank y recogida la sangre en tu
bos capilares de microhematocritos sin heparinizar
(longitud de 70 mm Gricel), fueron centrifugados 'a

5.000 repame durante 5 minutos, pasados los cuales
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mediante corte de capilar se recogieron los sue=:
ros correspondientes, |

Con dichos sueros se practicd una inmunoe=-
lectroforesis, utilizando como substratos tiras
de acetato de celulosa previamente conservadas en
un ambiente de metanol al 40%,

Las placas fueron corridas con buffer de ve
ronal sédico (dietil barbiturado sddico) a una con
centracidn de 8,24 bramos por litro (10 que corres
ponde a una molaridad de 0,04).

El tiempo de corrido oscild dependiendo del
voltaje y de la fuerza idnicaj siendo finalmente
aceptado el de una hora y el voltaje de 250 vol -
tios, El paso de la corriente por las placas osci=-
16 de 5;5 a 6 mA,

Tras una microaplicacidn a nivel del borde
catddico de 0,25 microlitros, la longitud total de
la migracidn fué de 45 mm,

Se procddid después a la coleracidn de la pla
ca, utilizando para ello el rojo PONCEAU en dilu-
cidn con Aacido acético y metanol, por un espacio
de 10 minutos, tras los cuales se aplicaron tres
bafios de coloracidn, utilizando para ello una soly

cidn a la misma concentracidn, con el colorante,de
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atido acético y metanocl en el buffer de corrido,
en las cuales se practicaron tres o cuatro pases
en dicho bafio de colorante.

Una vez terminada la decoloracidn se tras-
plantd la placa al objeto de hacer mis resolutiva
su lectura en el fotodensitdmetro, para lo cyal,
primero, se secd la placa entre dos hojas de papsel
secants y despuds se introdujeron las placas en un
bafio deshidratante, uno o dos minutos, tiempo que
se redujo a treinta sequndos cuando la tincidn se
practicd con verde Lisamina,

Despuds del bafo de desecacidn se colocarcn
las placas en la solucidn transparentadora por un
tiempo de unos tres minutos aproximadamente. A con
tinuacidn se colocaron sobre pkacas de vidrio eli-
minando con un rodillo las burbujas de aire, colo=-
cindese dicha placa de vidrio, portando la tira ya
transparentada de acetano de celulosa bajo una lam
para de rayos infrarrojos a unos cinco o diez cms,
de distancia hasta conseguir una transparencia com
pleta,

En nuestro caso en algunas ocasiones consta=-
tamos que el transparentado, utilizando el calor .

seco de una estufa fué iqual cuando no superior al
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conseguido por la luz de infrarrojos, si bien a
veces tuvimos que aumentar la concentracidn de ci
clohexanona en el bafio transparentador,

La determinacidn de las proteinas totales se
constatd por el doble método mediante la técnica
de Lowry y la refractometria, al objeto de ver cual
de ambas era mis resolutiva,

La lectura de dicha electroforesis sérica
arroc jé los siguientes datos:

Control de los resultados: método de hemaqlu-

tinacidn.

La tasa de produccidn de anticuerpos, por par
te de los grupos experimentales mane jados (controles
irradiados, y/o inmunizados) se detectd por el sis=-
tema de aglutinacidn pasiva, segln el método de KAB
BAT y MAYER (1961).

Dado que la reaccidn de precipitacidn requig
re cantidades importantes de antigenos y de anticuer
pos, la reaccidn inmune puede ser altamente sensibi
lizada, mediante la fijacidn del antigeno a la su-
perficie de partfculas inertes'

Se transforma asi la reaccidn de precipitacidn
en una reaccidn de aglutinacidn y dada su mayor sen

sibilidad nos permite detectar cantidades mucho me=
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nores de anticuerpos,

La dificultad de esta reaccidn reside en la
preparacidn de una suspensidn (que debe ser muy
estable de dichas particulas inertes; particulas
que a su vez deben teher una gran capacidad de
conjugacidn con el antigeno frente al cual quere-
mos detectar la cantidad de anticuerpos, As{ pues,
segln la naturaleza del antfgeno tendremos que bus
car las particulas apropiadas,

En el caso que nos ocupa, por tratarse de
ant{genos protéicos, se utilizan hematies, previa
mente tratados por un agente quimico susceptible
de asequrar una ligadura sdlida entre proteinas
globulares y los ant{genos proteicos a fijar. (Bien
sea la bencidina diazotada, el cloruro de cromo, el
glutaraldehido, o como en nuestrc caso el dcido t3
nico) procediendo del modo que a continuacidn des-
cribimos:

Se toma 0,1 milimetro de un sedimento globu-
lar lavado por tres veces dn P.B.S, y repuesto has
ta 1 mililitro de dicha solucidn fisioldgica tampg
nada (Cl Na 8.19 grs.- P04 HK, 0.83 gms,- P03HNa -

2
12H,0 2,67 gms a pH 7.3).




105

El antigeno a fijar a una concentracidn de
0,5 gms/mil que se afiade a la suspensidn globular
agitdndose los hematies,

Se tratan previamente en una solucidn de aci
do tdnico al 0.25% o al 2.5/mil durante un cuarto
de hora a la temperatura ambiente.

Los hematf{es tratados puestos junto con la
solucidn antigénica antes mencionada, se centrifu-
gan a velocidad débil, eliminando el sobrenadante
y lavando por tres veces consecutivas en P,.B.S,

Después del Gltimo lavado, los hematies se
ponen en 5 mililitros de P.B.S. conteniendo un 2
por mil de albdmina,

Asi tratados y para preservar la contamina-
cidn se le afiade neomicina al 0.1 por mil,

Con esta técnica y mediante el proceder de
titulacidén, de diluciones sucesivas se determind
el titulo de anticuerpos circulantes en el suero,
de les animales de los diferentes grupos experi-
mentales, tomando como dato fiable la titulacidn
dltima a la que se encontrd hemaglutinacidn con
los hematies tanizados y conjugados con proteinas

cristalinianas,.
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CAPITULO VI

GRAFICOS y FOTOGRAFIAS
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LECTURA DE LA GRAFICA No 1

Comportamiento electroforetico dd los pico
n? 1 y proteinas totales en los conejos irradia=

dos con 10 rads y no inmunizados.,

12 y 32 determinaciones

Broteinas Totales
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LECTURA DE LA GRAFICA NE 2

Comportamiento electroforético de los

pico n? 2 y proteinas totales en los conejos

controles irradiados con 10 rads y no inmuni

zados.

12 a 328 Determinaciones

Proteinas totales




PROT. TOT

CONTROLES | RAD. CO! 0 RADS

-

SIN INMU: | AP

¥ it ; ,
1 2 3
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LECTURA DE LA GRAFICA N® 3

Comportamiento electroforético de los
pico n? 3 y proteinas totales en los conejos
controles irradiados con 10 rads y no inmuni

Zados,

12 a 32 Determinaciones

Proteinas Totales AR ——

Pico ne 3




PROT. TOT.

—  —— PICO 3

CONTROLES IRRAD. cON 10RAD .

SIM INMUNIZA
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LECTURA DE LA GRAFICA N© 4

Comportamiento electroforético de los picos
n? 4 y proteinas totales en los conejos controles

irradiados con 10 rads y no inmunizados,

18 y 32 determinaciones

Proteinas totales

Pico n2 4 o 00009



CONTROLES IRRAD CON 10RADS

SIN " INMUNIZAR

PROT TOT
PICO 4

-



LECTURA DE LA GRAFICA N2 g

111

Comportamiento electroforético de los cone

jos irradiados con 10 rads sin inmunizar,

Prbteinas totales

Pico n2 1

Pico n2 2

Pico n2 3

s o Camy . —— — o

r——r—o—o—e
Pico n2 4
Proteinas totales 6,87 5672
Pico 1 40,8 43,8
PiCD 2_____ — - - 0053 1.35
FPico 3 13.25 2732

At qo—— omagm—

Pico 4 o —@¢—op—o-

42,73

28435

43.7

0.72

32,43

21432



\n
\
]\
\

\

|

CONEJOS CONTRO ES SIN
INMUNIZ. IRRAD. CON 10 RADS.

PROT.

PICQ

PICO

PICO

PICO

TOT.
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LECTURA DE LA GRAFICA N& g

Comportamiento electroforético de los pico

n? 1 y proteinas totales sn los consjos irradia
dos con 10 rads e inmunizados seqlin la técnica

expuesta en la pag. 94

12 a 48 Determinaciones

Proteinas totales e B

Pico n% 1




o

CONEJOS INMUNIZ. 3 INM VIZACIONES
IRRAD. CON 10 RADS.

mnsmenneen. PROT, TOT.
. ———e PICO 1
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 7

Comportamiento electroforético de las pico
n2 2 y Proteinas totales de los conejos irradia-
con 10 rads e inmunizados segln la técnica expues

ta en la pag. 94

18 a 42 Determinaciones

Proteinas totales

pico nQ 2 ol Gt e ey S S e —



CONEJOS INMUNIZ 3 INMUNIZACIONES
IRRAD, CON 10 RADS.

PROT. TOT




114

LECTURA DE LA GRAFICA Nf g

Comportamiento electrofurético de los pico
n? 3 y Proteinas totales en los conejos irradia
dos con 10 rads e inmunizados seq(n la técnica

expuesta en la pédg. 94,

12 a 48 Determinacionss

Proteinas Totales

Pico n® 3




CONEJOS INMUNIZ. 3 INMUNI ACION S
\
IRRAD. CON 10 RADS.

— -  PICO 3

-
W




115

LECTURA DE LA GRAFICA N2 g

Comportamiento electroforético de los pico

n? 4 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 18 rads e inmunizados seqln la técnica

expussta en la pdg. 94,

18 a 32 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n2 4



v

CONEJOS INMUNIZ. 3 INMUNIZACIONES
iRRAD. CON 10 RADS.

PROT. TOT.
PICO 4

» 4
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LLECTURA DE LA GRAFICA N2 10

Comportamiento electroforético de los conejos
irradiados con 10 rads e inmunizados segdn técnicas
expuesta en la pag. 94.

PROTEINAS TOTALES

Pico 1
Pico 2 oo e e
Pico 3
Pico 4' °

72 p, 28 D, 32 D, 48 p,
PROTEINAS TOTALES s 7 .36 6480 7 .01 6,435
Pico 1 - 44,7 57 .02 30.62 28,43
piCO 2 T G s e 0093 103 0:72 0083
Pico 3 21,20 17 25 21412 17.12
Pico 4 +—o—9— 30,70 31.73 45,6 52.3

12 Determinacidn « « o Pre-inmunizacidn
28 " e o « 12 Pre=inmunizacidn
7a " oa "

&g " e o o 38 " ,




CONEJOS [INMUNIZ
3 INMUNIZACIONES

IRRAD CON 10 RADS

- - -

PROT TOT

PICO 1

PICO 2

PICO 3

PICO 4
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 13

Camportamiento electroforético de las protei
nas totales, cuatro picos y cuatro determinacig
nes (3 inmunizaciones) en los conejos irradia=~
dos con 10 rads inmunizados y no inmunizados y

d
su comparacion con los controles,

Proteinas Totales

18 Determinacidn___ 1 28 Determinacidp e _ — .

32 Determinacidn ee e @@ @ 42 Determinacidn ./ / /
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v

LECTURA DE LA GRAFICA N2 12

Comportamiento electroforético de los pico
n? 1 y proteinas totales en los conejos irra-
diados con 20 rads e inmunizados seqdn la téc-

nica expuesta en la pag. g4

12 a 42 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n& 1




CONEJOS INVUNIZ.

IRRAD. CON 20 R S,

+/¢

s PRQT. TOT.

PICO
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 13
Comportamiento electroforético de los pico
n2 2 y proteinas totales en los conejos irra-

diados con 20 rads e inmunizados segdin lz téc-

nica expuesta sn la page. 94

12 a 48 Determinaciones

Proteinas Totales

Pico n? 2

S — — S — cr



CONEJOS INMUNIZ.

IRRAD. CON 20 RA S.

= PROT. TOT:

— - PICO
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 14
Comportamiento electroforético de los pico
n? 3 y proteines totales en los conejos irra-

diados con 20 rads e inmunizados seqin la téc=-

nica expuesta en la pdg. 94

18 a 48 determinaciones

Proteinas totales

Fico n2 3




CONEJOS INMUNIZ.

IRRAD. GON 20 RADES.

e PROT. TOT.

— — PICO 3




124
LECTURA DE LA GRAFICA N& 15
Comportamiento electroforético de los pico
n? 4 y proteinas totales en los conejos irra-

diados con 20 rads e inmunizados segln la tég

nica expuesta en la pag. g4

12 a 48 determinaciones

Proteinas totales

Pico n¢ 4




CONEJOS INMUNIZ.
IRRAD. CON 20 RADS.

PROT TOQT

e PICQO 4
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 16

Comportamiento electroforético de los conejos
irradiados con 20 rads & inmunizados seqln técnica

exfiuesta en la pag. 94

PROTEINAS TOTALES

Pico 1

Pico 2 — e o

Pico 3 — —

Pico 4 —

PROTEINAS TOTALES uemm 627 6452 7.46. . 7.37
Pico @ . 37,60 27412 31,00 30,26
Pico 29_ ____ ___  2.60 0,88 0.80 1.05
Pico 38____ _ 27430 17.40 21430 22,43
Pico 49 30,41 52,40 45 420 46,83

18 Determinacidn .+ « « Pre=inmunizacidn

28 " « o ¢ 12 Inmunizacidn

N
()]

3a " o o o Inmunizacidn

Inmunizacidn

€3]
iv']

4§ " L 4 L) L 4




-

PROT TOT

—PICO 1
=== PICO 2
— — P10 -3

oo PICO 4
[4

C NEJOS INMUNIZ.

IRRAD. CON 20 RAD .

|
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LECTURA DE LA GRAFICA Ne 17

Comportémiento electroforético de los pico
n2 1 y proteinas totales en los conejos irra =

diados con 20 rads y no inmunizados

18 a 48 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n91




PROT T

PICC 1

MO
COr Z'0OS INMUNIZ

v
IRRA'DI CON 20F.ADS
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 138 “

Comportamiento electroforético ds los pico
n2 2 y proteinas totales en conejos irradiados

con 20 rads y no inmunizados,

12 a 48 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n? 2

e o wd o e ey




PROT T

----=--=PICQO 2

No
CONEJOS INMUNIZ

IRRAD CON 20RADS

?\.
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 19

Comportamiento electroforético de los pico

n? 3 y proteinas totales con los conejos irra-

diados con 20 rads y no ipmunizadas,

12 a 48 Determinaciones

Proteinas totales

Pico ng 3




PROT

— — —~P1:0O0 3

o
CONEJOS INMUNIZ

RRADI.COM 20 R .DS
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LECTURA DE LA GRAFICA N& 2g

Comportamiento electroforético de los pico

n? 4 y proteinas totales en los conejos irra-

diados con 20 rads y no inmunizados.

12 a 428 Determinaciones

Proteinas totales

Fico n% 4 o . |



PROT T

—— 1CO 4

A
CONEJOS INMUN‘Z

IRR&D|I D CON20RADS




LECTURA DE LA GRAFICA N2 24

127

Comportamiento electroforético de los cone-

jos irradiados con 20 rads y no inmunizados,

PROTEINAS TOTALES

Pico @2 1

Pico n2 2

T — G ——  — anay

Pico nt2 3

Pico n? 4 _o o —eo—o—w—

PROTEINAS TOTALES am7 ¢ 31
Pico 1 42,5
Pico 2 — —— o 0.75

Pico 3 21 48

e cm———

Pico 4 _g— ¢ 3441

2447

34,7

630

32,5

26,2

3644

5,80

30,6

28,3

42,7



_——“&

CONEJOS INMUNIZ

cor o - -

RRADI CON 20 ~ADS

——— m— S— — —
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 22

Comportamiento electroforético de las pro-
teinas totales, cuatro picos y cuatro determi-
naciones (tres inmunizaciones) en los conejos
irradiados con 20 rads inmunizados (segilin téc=-

. L4 s -
nica expuesta en la pag. g4 ) y no inmunizados

y su compraobacidn con los controles,

Proteinas totales

12 Determinacidn 1T 28 Determinacidn— — — — —

32 Determinacidn eee e @ ¢ 42 Determinacidn //////
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LECTURA DE LA GRAFICA N& 23
Comportamiento electroforético de los pice:
N2 1 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 300 rads e inmunizados segin la técnica

expuesta en la page. gy

128 a 48 Determinaciones

Proteinas totales  ee————"——

Pico n2? 1




PICO1

CONEJOS INMUNIZ

IFRADI CON 30C RADS
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 94 -
Comportamiento electroforético de los pico
n? 2 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 300 rads e inmunizados segln la técnica

expuesta en la pdg. g4

18 a 48 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n2 2 — et —— —




100%

90

80

70

60

490

30

20

10

PROT. T.

-====-PICO 2

CONEJOS INMUNIZ
IRRAD CON 300RADS




131

LECTURA DE LA GRAFICA N2 25

Comportamiento electroforético de los pico
n? 3 y proteinas toteles en los conejos irradia
dos con 300 rads e inmunizados segin la técnica

expuesta en la pig. 94

18 a 49 Determinaciones

Proteinas totales . eeeeee—w————

Pico n? 3




PROT. T
_____ PiCO 3
CONEJOS INMUNI1Z
IRRADI CON 300 RADS
®
3 4
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 2g

Comportamiento electroforético de los pico
n? 4 y proteinas totales en los consjos irradia
dos con 300 rads e inmunizados segin la técnica

expuesta en la pdgh 94

18 a 428 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n2 4 ———————



-

N

- P1CO 4

CONEJOS INMUN1Z

IRRADI CON300 RADS
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 27

Comportamiento electroforético de los conejos
irradiados con 300 rads e inmunizados, segin téc-

nica expuesta en la pigs. g4

Proteinas totales S —

Pico 1

Pico 2 e

Pico 3 .

Pico 4 o o—0—o—8

Proteinas totalesm7'12 8415 6425 4,35
Pico 1 44,6 48,03 20,32 39,00
Pico 2 __ _ _ _ _ 0,92 0,92 0,62 1,42
Pico 3 22,30 17.20 19,20 32,27
Pico 4 oo o 9 #31.20 32,40 50,30 24,70

18 Dgterminacidn « « « Pre=-inmunizacidn

28 " e o o 12 RiM~-inmunizacidn
Sﬁ " ® .”0 [ ] 2§ "
4§ "% e o . sa "




w—— PROT. T

PICO 1

L 4 e===PICO 2
———~PICO 3

CONEJOS INMUNIZ:
IRRAD.CON 300RADS

®

i 2 3
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 28

Comportamiento electroforetico de las protei
nas totales, cuatro pices, cuatro determinacidnes
y tres inmunizaciones en los conejos irradiados
con 300 rads inmunizados (segln técnica expues=
ta en la pig, 94) y no inmunizados y su compara-

cidn con los controles,

Proteinas totalss

18 Determinacidn [ 28 Determinacidn— — — — —

38 Determinacidn ee @ @ @ ® 42 Determinacién //////
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LECTURA DE LA GRAFICA N8 2g

Comportamiento electroforético de los pico
n? 1 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 300 rads sin inmunizar,

12 a 42 Determinacionaes

Pfoteinas totales

Pico n2 1




CQONEJQOS SIN INMU

IRRAD. CON 300 RADS.

et PROT. TOT.

:z=== 1 PICO
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 3p

Comportamiento electroforético en los pico
n? 2 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 300 rads sin inmunizar.

18 a 42 Determinaciones

Proteinas totales ., —

Pico n2 2




ICONEJQOS SIN INMUN)Z.
IRRAD. CON 300 RADSI. — PROT. TOT.
==z 2° PIC
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 s34

Compoftamiento electroforético de los pico
n? 3 y proteinas totales en los conejos irradia

dos con 300 rads y sin inmunizar,

18 a 42 Determinaciones

Proteinas totalses

Pico n2 3 N




ICONEJOS SIN INMUN
IRRAD. CON 300 RADS,

1Z.

A

e PR T TOT.

z=z= 3 PICO

w
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 31

Comportamiento electroforetico de los pico
n? 4 y proteinas totales en los consejos irradia

dos con 300 rads y sin inmunizar',

12 a 42 Determinaciones

Proteinas totales

Pico n? 4 *—o—o oo o



s

IRRAD. CON 300 RADS.

AL

CONEJOS SIN INMUNI|iZ.

amme PROT. TOT.

e 4°PICO

(%]




LECTURA DE LA GRAFICA N2 32

Comportamiento slectroforético de los conejos

irradiados con 300 rads y no inmunizados.

Proteinas totales

Pico n? 1

Pico n2 2

S G — —— — oo &

Pico n2 3

Pico n2 4

18 Determ,

Proteinas TotalesS aesw5.85

$

Pico 1 3742 = 0,5
$

Pico 2 — 1 o — - 0,48 -~ 0,003

Pico 3 29,36 4 0,32
b3

Pico 4 ¢__ -—o—o 44,82 0,27

139

42 Degterm,

4430
40°,36
1415
23,42

33,87



amm PROT. TOT.

— 1 PICO
CONEJOS SIN INMUN(IZ.
e 2 PICO
IRRAD. CON 300 RADS.
—— 3 PICO

-+—e 4 PICO

- ¢
- —1
b _L\
~—
\\\3__ L _*
RS Sl .
e e e~ ———— .‘/”/’

A
i -3
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 33

Comportamiento electroforético de los co

nejos controles (testiogos),

Proteinas Totales

Pico N2 1 Pico N 2 = oo o e e = e

Pico n2 3 Pico n2 4 o—o—0—0—0—o

Proteinas Totales: 7.42

PiCO 1 o o o o o 45¢3 = 1,2 %

piCO 2 e o @ e © 0,42 - 0.03 %

piCD 3 ® . P s @ 21.08 bl 0.73 (/Jé

Pico 4 o ¢ o o o 22.73

1
o
L
Q
[+
}n



CONEJOS CONTROLES B
1 A4 DETERMINACION

LROT. TOT.

* PICO
e — -
4 PICO
Eer e ———————
e e e e e e s e — = — — = — —_
= == — = = =
3 PICO
2 PICO
ey g e i i i R e e R L R T R |
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 34

CURVA DE HEMAGLUTINACION (MIDLEBRUDK—DUBOS)
CON HEMATIES TANIZADOS Y CONJUGADOS CON ANTIGEND
CRISTALINIAND EN CONEJSC SIN IRRADIAR E BNMUNIZﬁ
DOS SEGUN SECUENCIA YA DESCRITA EN PAG. 94
18 Inmunizacidn o « o
4 df{as despues , + Titulo . « 1/2a 12 determinacidn
28 Inmunizacidn
4 dfas después . . Titulo . . 1/2224 28determinacidn
32 Inmunizacidn
4 dfas despuds . . Titulo . o 1/8.192 323determinacidn

10 dfas despues. o Titulo « « 1/8.192 42determinacidn

15 dias despues. » T{tulo . .1/1024 52 determinacidn
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 35

Curva de hemaglutinacidén (middlebrook=dubos)
con hematies tanizados y conjugados con antigeno
cristalinianoc en conejos conjugados con antigeno
cristaliniano en conejos irradiados con 10 rads

e inmunizados segln secuencia ya descrita en la

Page. 94

182 Inmunizacidn

4 dias despues . . Titulo . 1/20, 12 Determinacidn

28 Inmunizacidn

4 dias después . » Titulo . 1/2048,28 Determinacidn

38 Inmunizacidn

4 dias después ., . Titulo . 1/16384,.328Determinacidn

10 dias después. ., Titulo . 1/16384,48Determinacidn

15 dfias despuéds . . Titulo . 1/4096.528 Determinacidn




TI[TULOS

© A A A AR A\ e

-9

&

g

0

&

L .

e
14

T1INM

2INM

3INM

-~

INMUNIZADO., IRRASIADDS.

CuN 1. A0S
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LECTURA DE LA GRAFICA N® 36

Curva de hemaglutinacidn middlebrook-dubos)
con hematies tanizados y conjugados con antige-
no cristaliniano en conejos irradiados con 20
rads e inmunizados seqln secuencia ya descrita

’
en la pag. 94

12 Inmunizacidn

4 dfas después . Titulo . 1/40 . 12 Determinacidn

28 Inmunizacidn

4 dfas después ., T{tulo . 1/4096,28 Determinacidn

32 Inmunizacidn

& dfas después ., Titulo . 1/16384,32 Determinacidn

10 dfas despuds ., T{tulo . 1/16384,.428 Determinacidn

15 dfas después . T{tulo . 1/8192, 52 Deberminacidn




{NMUNIZADOS tRRAD!'ADOS
?l 20 RAUS

1Y PN o ™

3 INM

2 INM

1INM

TITULOS

VR U WY Y
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LECTURA DE LA GRAFICA N2 37

Curva de hemaglutinacidn (Middlebrook-Dubes)
con hematies tanizados y conjugades con antigeno
cristaliniano en conejos irradiados con 300 rads
e inmunizados seglin secuencia ya descrita en la

pég. 94

12 Inmunizacidn

4 dias después . Titulo . 1/2 . 12 Determinacién

28 Inmunizacidn

4 dias despuéds » Titulo . 1/512, 28Determinacidén

32 Inmunizacidn

4 dfas después s T{tulo ‘. 1/256, 32 Determinacidén

10 dfas despuds .T{tule . 1/256. 48 Determinacidn

15 dias después .T{tulo . 1/128, 52 Determinacidn
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Detalle de la cateterizacidn de la vena
marginal del conejo para las muestras en suero
al objeto de tener un control de la respuesta

en anticuerpos.
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Petalle de la diseccidn de vasos cervicales
en los animales para la obtencidn total del sue
ro. Técnica de HCHAYER, Obsérvanse ambas cardti

das y yugulares en sendos lados.
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Forma de colocar los animales inmunizados
para una irradiacién total ventral en Unidad
Theratron C=II del Servicio de Telecobaltote-

rapia de la Facultad de Medicina,



148

Técnica de irradiacidn total de los ani=-
males mediante Unidad Theratron C-II, Servicio

de Radiocobaltoterapial,



149

Coleccidn de antisueros de los conejos in-
(] s &
munizados, conservados sn congelacion en tubos

cerrados FLUKI,



TIWTU LOS

&
4
o

1INM

2INM

3INM

*‘NMUNIZADOS 1RRADN DUS
CON 300 RADS
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CAPITULO VII

COMPORTAMIENTO Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS




COMPORTAMIENT®O

HE

DE

AN

Y

MATICO CELUEAR

LOS LOTES

IMALES CONTROLES

EXPERIMENTALES

151
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Los diferentes grupos de animales controles
inmunizados e irradiados con 10 rads, no inmuni
zados e irradiados con 10 rads, inmunizados e
irradiados con 20 rads, no inmunizados e irradia
dos con 20 rads, Inmunizados e irradiados con
300 rads, no inmunizados e irradiados con 300
rads, as{ como los controles se han mantenido
en sus cifras dentro de los limites de la norma
lidad pudiendose constatar tan selo una caida de
los eritrocitos del orden del 11 al 17 % para -
los irradiados con 300 rads, tanto en el grupo
inmunizado como en el sin inmunizar, pudiendoc a=
firmar por tanto que el fandmeno es debido a la

irradiacidén y no al procssamiento por el mecanis
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mo de inmunizacién ya descrito’s A nivel medular -
no se ha estudiado el comportamiento de los pre-
cursores de la serie ro ja.

Con respectoc al comportamiento de la serie
blanca sdlo hemos podido constatar una caida del
ndmero total de células blancas que no fué supe-
rior en ningln casoc al 20% de las cifras inicia-
les, y esto sdlo en los animales tratados con una
mayor dosis de irradiacidn no constatando esta ¢
caida en los animales de dosis inferiores ni en
los controlss.

Igualmente qus con la serie roja este descen
so es totalmente achacable al proceso de irradia
cidn y no al de inmunizacidn toda vez que no e-
xisten difefencias estadisticamente significati-
vas,

Se han observado esporddicamente y no en un
grupo sino en animales aislad&s de un grupo ex=
perimental determinado, elevaciones transitorias
de la cifra total de leucocitos que han desapars
cido al muestreo siguiente, Lo debemos achacar
tan solo a la posibilidad de que el animal haya
sufrido alguna infeccidn intercurrente. Incluso _

este fendmeno ha ocurrido esporadicamente al igu
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iqual en cualquisra d 1los grupos experimentales,-
por lo que no podemos hablar tampoco de un estado
de carencia o déficit inmunitario, que dejase a
los animales en situacidén de minusvalfa frente a

las infecciones en general,

Comportamiento y discusidén de los resultados

w———

bioquimicos,

Proteinas totales en animales sin inmunizar
(efecto de la irradiediacidn solamente).

Proteinas totales en animales irradiados e
inmunizados.,

Proteinas totales en animales por grupos sg
gin dosis de irradiacidn diferente e inmunizados
y no inmunizadosi,

El procesamiento o la técnica electroforéti=-
ca que describimos en el capitulo de MATERIAL Y
METODO arrojé los datos siguientess

En primer lugar el estudioc de las proteinas
totales en los controles, se mantuvo, con oscilg
ciones minimas denfro de los 1limites fisioldgicos,

Por el contrario tuvimos ocasion de consta -
tar cambios que en ocasiones llegaron hasta un 48

% de las cifras iniciales, en determinados grupos
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experimentales, que a continuacidn analizaremoss
En lo que respecta al comportamiento de las
proteinas totales en los tres grupos de irradia-
cidn, sin ningln otro procesamiento experimental,
observamos independientemente, de las cifras ini
ciales pretratamiento (pre-irradiacién en nuestro
caso)como en los animales tratados con 10 rads,
la cifra decas entre la primera y la segunda se-
mana; para recuperar los valores iniciales, e in
cluso algo superiores, a la tercera semana, lo que

podria achacarse a un EFECTO REBOTE EN LA FUNCION

PROTEICO-POYETICA (THOMPSON, Janes J. y Cols.).

El mismo andlisis critico en el grupo experi
mental tratado con 20 rads, demuestra la inversidn
en el comportamiento de la curva, acusando valores
supaeriores entre la primera y segunda semana.

Valores que se mantienen entre la segunda y
tercera, para descrecser, aunques en menor porcenta
je entre la tercera y cuarta semana. Este efecto,
que como veremos a continuacidn, se encuentra mag
nificado en el lote experimental de maxima irra-
diacidn, ya se hace ostensible con 28 rads, lla=-
mando la atencidn al respecto, el hecho de que

variaciones de irradiacidén tan pequefias como 10
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rada pueden ya tener una repercusidn manifiesta en
el compprtamiento protéico sérico.

Los trabajos publicados al respecto (THOMPSON
J. and HOFFMANN,L,, 1971), no acusan tales efectos
siendo por tanto una vida abisrta a la investiga=-
cidn; a la bisqueda de nuevos pardmetros de compol
tamiento bioquimico tras dosis subliminares de i-
rradiacidn,

En el comportamiento de las proteinas totales
de los conejos irradiados con 300 rads; se obser-~
va cdmo las cifras finales tras un mantenimiento
en la primera semana, desciende de forma dréstica
hasta un 25% de las cifras iniciales, manteniendg
se las semanas sucesivas en estas cifras bajas,.
(ISHIZAKA,R, y cols., 1972).

Ello sugiere el fendmeno de una LESION GENERA
LIZADA SOBRE LA FRACCION CELULAR PRO[;;NOPO[QI;CA—

hecho que se corrobora por la circunstancia de que
la caida no ocurre de inmediato, sino a partir de
la segunda semana,

Ello induce a psnsar que este mantenimisnto
con caida posterior,es debido a que al incidir 1la

radiacidn sobre la fraccidn proteinopoyética, la
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alteracién de la sintesis ocurre gradualmente des
de el momento de la irradiacién; si bien los de=-
fectos sobre las cifiras periféricas de proteinas
totales se observan como consecuencia de la ruptyu
ra del equilibrio anabolismo-catabolismo proteico,
o lo que es lo mismo; cesa la sintesis gradualmen
te en el momento de la irradiacidh, pero no aumen
ta el catabolismo protéico, por lo que las cifras
iniciales, se mantienen en tanto no son cataboli=-
zadas sin una restitucidn posterior,

En lo que respecta al comportamiento del mis
mo parametro sn los conejos tratades con 20 rads,
este efecto de elevacidn de las cifras totales a
la primera semana, postirradiacidn se sigue man-
teniendo; si bien no se observa la caida, propia
de la ssgunda semana constatada Bn sl grupo irra-
diado con 10 rads, lo que podria interpretarse cg

mo un EFECTO ESTIMULANTE DE LA PROTE}NOPOYESISi

(GERALD and EDELMAN,M,).

Observando aqui cdmo esta elevacidn incurre
fundamentalmente en la fraccién especifica, lo mis
mo que en el grupo anterior; pero el hecho de que
la caida de la cuarta fraccién (inespec{fica) se.

haya mostrado menor, hace 8l que prevalesca sobrse
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las cifras totales el incremento absoluto, sin tg
ner repercusidn en la misma relativa desl grupo i=-
nespecifico antes mencionado.

El grupo irradiado a mayor dosis (300 rads)
y procesado segin la misma secuencia que los gru-
pos anteriores, muestra ya un indice claro del e-
fecto de dicho tratamiento en el animalj acusando
caidas de un 37%; cifra altamente significativa en
el total proteicol,

El hecho que llama la atencidn de un incremen
to relativo, entre la primera y segunda semana pa=-
ra caer a continuacién de forma casi vertical, se
podr{a interpretar como la consecuencia de un efec
to estimulante, que de por si representa la anti-
genizacién, de un efecto mis rapico, que el que
traducirfa la propia irradiacidn, por lo que si d
durante la primera semana, pensamos, aunque dismi=-
nuya el efecto proteino-poyético general, persiste
la tasa de proteinas séricas,aln no catabolizadas
y por otra parte se le suma el efec¢to estimulante
de la inmunizacidn primaria, lo que explicaria el
incremento inicial,

A partir de la sequnda semana disminuyen clg

ramente el total protéico a expensas de una reduc
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cién dréstica de la fraccidn proteinopoyética.

La téenica slectroforética ya comentada en
el epigrafe de MATERIAL Y METODOS, el anilisis del
total protéico sérico en los distintos grupos ex-
perimentales, arrojé los siguientes datoss

Los animales irradiados con 10 rads e inmuni
zados, segln la secuencia ya expussta en otros ca
pftulos mostraron un descenso durante la ptimera
semana, descensc muy pocc manifiesto con reposi-
cidn durante la segunda semana,

Este andlisis en s{, es menos significativo
ya que analizamos el comportamiento total de una
serie de grupos protéicos séricos en conjunto,

Posteiormente, al analizar las diferentes frac
ciones tendremos ocasidn de comentar, cémo esta dis
minucidn minima de las proteinas totales ocurre a
expensas de una caida maxima por parte de las pro-
teinas inespeci{ficas (UNDERDOWN,J.B., 1971) y que
no tiene implicacidn directa con el procesoc de la
inmunizacidn y la contraposicidn con la elevacién
de la fraccidn gamma, que si bien, no compensa cuan
titativamente la caida del pico inespecifico, si pre
senta una slevacidén de mis de un 25%. Por tanto, .-

concluimos comentando el hecho de que el total pro
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téico disminuye, si bien esta disminucidén no es
expresidén de tal o cada uno de los picos que com
ponen el total protéico,

Analizando independientemente cada uno de los

grupos en sus fracciones, inmunizadas y sin inmu-

nizar pero ambos grupos sometidos a la misma dosis

de irradiacién podemos observar como se respeta la caid

caida inicial, si bien, menos aguda en los inmuni-
zados y existiendo una reposicidn a las cifras noxr
males en la tercera semana, Como consecuencia del
incremento de las gammaglobulinas, efecto de la res
puesta secundafia, cifra que posteriormente tiende
a decaer, como consecuencia del catabolismo, sub-
secuente a dicha fase anabdlica previa,

Este efecto no ss observa en los animales no
inmunizados, por lo que podemos, dado sl efecto ho
mogénao en cada uno de los animales que componen
el grupo achacar dicho fendémeno, al procesc exclu-
sivo de inmunizacidn,

En el grupo siguiente (20 rads), la compara-
cidn entre los grupos mismos, y sin inmunizar arrg
jas |

Un trayecto de la curva completamente opuesto
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mientras que los animales sin inmunizar, como di-"
jimos anteriormente acusaban una depresidn lenta
del total protéico en semanas sucesivas; en sl gru
po inmunizado se observa una elevacidn de dicho pa
rimetro, Teniendo en cuenta que la respuesta inmu~
ne se sncusntra elevada, tenemos que evaluar las
cifras obtenidas, como el resultado de un factor
que tiende a disminuir el total (la irradiacidn)
y otro que tiende a elevarlo a expensa fundamental
mente de la fraccidn gamma, Como en los animales
inmunizados, sin irradiar dénde no existe el fac-
tor irradiacién, que disminuiria dicha fraccién
gamma, Las cifras totales de gamma=-globulina aestan
mi3s bajas que un grupo irradiado, concluimos que
la irradiacién de 20 rads, al menos en este tipo
de animales, con los antigenos utilizados y a es
ta secusncia de inmunizacién, sjerce un efecto in
munoestimulante,

En el estudio del comportamiento de las pro-

teinas totales de los animales irradiados con 300

rads obsdrvamos, cémo el incremento inicial de las
proteinas circulantes y de dtra a las posibles lg
diones celulares, se vad drasticamente disminuidas

incluso a valores inferiores de los animales no
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inmunizados, Dada la disminucién ocurrida en la
fraccidn gamma, al fallar el elemento de respues=
ta de la antigenizacidn (La irradiacidn).

Podriamos hablar de un efecto paraddgico en
cuanto a la respuesta primaria (primera semana)
aunque sin poder precisar el fendmenc inductor de
dicha respuesta.

Analizando el comportamiento de los pices in
dependientemente en cada uno de los grupos, cbser
vamos cdémo el pico ndmero uno presenta una gran
elevacidn, tras la caida inicial de la primera sg
mana en los animales no inmunizados, efecto que
en los animales irradiados a la misma dosis e ip
munizados se pressenta como paradd jico, mostran=-
do una elevacidén a la primera semana cuando los
ne inmunizados presentaban depresidn y por sl con
trario una depresidn a la segunda semana qus se in
crementa a la tercera semana,

Dado el comportamiento de la fraccidn gamma
(HORNICK,C.Ls y cols., 1972), y a la vista de lo
anteriormente expuesto con respecto a las protei
nas Totales, hemos de pensar en la existencia de
un sistema de compensacidn protéico independiente

de la irradiacidn, siendo esta depresidn que aqui
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acusamos, compensada con dicha fraccidn gamma,

El comportamiento del pico segundo, en los dos
lotes experimentalss, irradiados con 10 rads (inmu
nizades y sin inmunizar) tiene un comportamiento
similar en ambos por lo qus pensamos que el proce
so secuencial de inmunizacidn no afecta en nada al
comportamiento protéico de dicho pico’.

El pico tercero de los que analizamos, presenta
como se puede observar en la grafica, un comporta=-
miento similar al pico primero, es decir, una inver
sidn en cuanto al comportamientoc en cada uno de los
lotes experimentalsesi,

De una parte existe elevacidn en el pico ter-
cero de los animales no inmunizados, con depresidn
en los inmunizados, pero es el pico cuarto, donde
el efecto de la inmunizacidén se hace mis patantﬁi

Observando cémo en los animales irradiados sin
inmunizar y como consecuencia, como ya observamos
al tratar en conjunto las Proteinas Totales, de la
alteracidn del equilibric anabolismo=-catabolismo
protéico, este cuarto pico se muestra decadente en
cuanto a la primera semana se refiere; decadencia
gue permanece en las semanas subsiguientes (BR&M.

BELL,W.R., y cols,, 1964).
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‘ Cuando en este grupo de animales incide el
estimulo que supone la antigenizacidn sucesivaj
este equilibrio anabolismo=catabolismo se invierte
dando como efscto no sdlo la desaparicidén en la -
caida de la curva-comportamiento, sino por el con
portamiento, sino por el contrario apareciendo in
cluso una elevacién, Elevacidn que aparece muy -
acentuada durante la segunda semanha y que se man
tiene en elevacifén durante la tercera, si bien en
un grado menor,

20 Rads

En cuanto al estudio de los cuatro picos ana
lizados en los dos lotes experimentales irradia=-
dos con 20 rads, las consecuencias son similares
a las vistas en sl primer grupo,

Constatamos en los dos primeros picos un com
portamiento inversoc en la traysctoria=-svolucidn
durante las tres semanas, sisndo el tercer grupo
invariable en ambos lotes (inmunizados y sin in=-
munizar)’s

El comportamiento de la fraccidén gamma, el
de mayor interds, en este anilisis presenta sig-
mificacidn importente, en efecto, en los animales

inmunizados, sin irradiar, la elevacidén propia
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(produccidn de anticuerpos especificos) presenta-
un ritmo sensiblemente inferior al que mostraban
los indices de gamma=-globulina en los animales ip
munizados a la misma secuencia y bajo la misma do
sis, pero irradiados con 20 rads (BRAMBELL,W,.R,. y
cols,, 1964),

Por lo que insistimos en resaltar este efec~
to paradd jico qud representa la estimulacidn en
la produccidn de anticuerpos especificos, mediante
un tratamiento, que en principio tendria un efecto
contrario; es decir, cuando se somete a los anima-
les a una dosis subliminar de irradiacién en prin
cipio y clasicamente considerada como inmunosupre
sora constatamos un indice sensiblemente superior
de unmunoglobulinas especi{ficas del indice de los

animales no irradiados,

300 Rads

Como hemos analizado en sl apartado correspén
diente a las Proteinas Totales, este grupo de ani-
males de experimentacidn tratados con 300 rads pre
senta una depresidn proteica; depresidn que se acuy
sa en todos y cada uno de los picos analizados;.

El Gnico punto significative, es el hecho de
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Que a esta dosis de irradiacidn, la fraccidn gam—
ma que durante las dos primeras semanas no pressn
ta diferencia en ninguno de ambos lotes, durante
la tercera semana se esboza una eslevacidn en el
grupo antigenizado lo que se pueds interpretar co
mo una disminucidn del efecto bioldgico de la irra
diacidn con permanencia del efecto estimulante de
la inmunizacién (THRASHER,S, y Cols., 1971),

Dado el paralslismo existente entre el com-
portamiento en la respuesta inmune de los animales
controles, en relacidn con la respuesta primaria
de la inmunizacidn y el ritmo de elevacidn de la
tercera semana, de éste grupo irradiado, en el pi
co de las gamma=globulinas, podemos decir que la
elevacién constatada durantes dicha tercera semana,
la produccidn de anticuerpos es similar a un efeg
to primario de inmmnizacidn, si bien partiendo de
basales mas bajas,

Es decir que los animales inmunizados a 300
rads se comportan como los irradiados a dicha do
sis sin inmunizar, siendo las modificaciones en-
contradas achacables, sole al proceso de irradia

s &
cion,
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A partir ds la segunda ssemana, en que el

efecto de la irradiacién cesa o al menos disminu
ye en gran cuantf{a, los animales acusan la terce
ra inmunizacidn con un efecto primario, es decir,

como si las anteriores, no hubiesen ocurridof
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CONCLUSTIONES
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Se ha practicado un ensayo de respuesta inmune
tras inmunosupresion inespecifica por irradia=-
cidn gamma utilizando un panel multiprotéico
como antigeno estandarizado’,

Existe en nuestros lotes experimentales un cam
bio ostensible en el nivel de proteinas tota-
les séricas que en ocagsiones llegd a un 4B8%

de las cifras medias control,

La caida standard para el grupo de mixima irra
diacidn fué de un 25% mantenido dos semanas
post-irradiacién’s, Ello sugiere un fendmeno le
sivo sobre la fraccidn celular proteinopoyé-
tica,

El nivel de caida de tales cifras proteico-gé-‘
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ricas adopta niveles decrecientes en relacidn
a la dosis de irradiacidén gamma recibida,

No hemos podido constatar las diferencias de
tal comportamiento protéico en relacidn con

la profundidad del campo irradiado,

Los efectos de la irradiacidn sobre las ciffas
totales de proteinas séricas, con cierta pro-
porcionalidad a la dosis de irradiacién, como
hemos indicado en una conclusidn anterior, se
muestra a partir del dia 15 post-irradiacidn
en adelante, eiendo un efscte retardado, ya
que se hace ostensible al disminuir las protei
nas sericas existentes por el catabolismo nor-
mal sin un efecto proteino poyético acorde con
dicho proceso catabdlico,

El grupo tratado con minima dosis de irradia-
cidén gamma acusa un moderado aumento con res-
pecto a los controles, pudiendose concluir que
en nuestros lotes experimentales los animales
reaccionaron como si se tratase de un efecto
estimulante de la proteinopoyesis, hecho cons
tatado igualmente por GERALD y EDELMAN,

Cuando los animales irradiados se encuentran -

en un pericdo de inmunizacidn, esta caida es




10 -~

11 -

12 -

13 -

174

proporcionalmente menor que si no se han anti'
genizado,

La disminucidn en el descenso de las cifras
totales se compensa con un incremento relati-
vo de la fraccidén gammas

Los niveles de la fraccidn gamma a dosis subli
minales de 20 rads se encuentran aumentadas sn
los animales inmunizados y as{ irradiados por
lo que tenemos qus concluir que al msnos en esg
te tipo de animales y con tal dosis de irradia
cidn aparsce un efecto inmunoestimulante,

Los animales inmunizados sin irradiar sufren
una elevacién de su fraccidén gamma sensiblemen
te inferior al mismo grupo de animales, idéntica
mente antigenizados, pero irradiados con 20 rads
hecho apuntado por BRAMBELL y Cols,

€1 lote experimental irradiado a 300 rads e in-
munizado se comporta sensiblemente igual al mis
mo grupo sin inmunizar, siendo las altsracionss
encontradas con respecto a los grupos centrales
sélo achacable al procesoc de irradiacidn,

Significativo es 8l hecho de que a partir de la

" tercera semana postirradiacidn a 300 rads, cuan

do continuan de modo periddico las secuencias d
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de antigenizacidn los animales responden a la
cuarta estimulacidn antigénica, con tipo de
respuesta en todo similar a la conocida como
primaria desde el punto de vista inmunoldgico’,
El comportamiento con la técnica de hemagluti-
nacién especifica, frente a hematies tanizados
con jugados=proteinas cristalinianas, producen
un tftulo de hemaglutinacidén sensiblemente pa
recido en los lotes experimentales, centrales
e irradiados con 10 y 20 rads.,

En el grupo antigenizado e irradiado con 300
rads no aparece titulo estensible hasta el dia
15 postprimera inmunizacidn.

En el grupo anteriormente citado el comporta-
miento no sdlo es variable con respecto a los
centrales en el tiempo de aparicidn del titu-
lo, sino en la cugntia del tftulo mismo de he
maglutinacidn,

Manteniendose siempre en nuestro caso, por ba
jo de al menos 8 puntos de dilucidn respecto
de los centrales (de tftulos 1/256 a t{tulos
1/16.389) en los centrales,

Al menos esn conejos, y en los grupos experimen-

tales que hemos tratado es mis significativo
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el grado de especificidad de anticuerpo qus la
cifra misma de inmunoglobulinas, Ello hace pen
sar que la alteracidn producida por la irradia
cidn se podria ver a dos niveles diferentes;de
una parte sl déficit cuantitative de globuli-

nas ya acusado y de otra parte el déficit bio=~
1l8gico (cualitative), que representaria la fal
ta de conjugacidn especifica de dichas inmuno=-
globulinas con los antigenos que tedricamente

provocaron su sintesis,
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