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INTRODUCCION

El determinismo de la especificidad de leos an-
tigenos ocurre como una relacién simple de cedominancia,
¢ sea que la presentacién de ¢l gen en el genotipe al eg
tade hemocigoto come hetercecigoete comanda la preseneia
del antigeno correspondiente (1). Inicialmente se postu
16 para estes casos una relacién simple ¥y éirecta entre
gen y antigeno (2), (3). Alguncs escases ejemplos gue
tienden a aumentar, obligan a reconocer las existencias
de interaccién facterial en el deterainisme de los anti
genes (1). Per eotra parte la extensa evidencia genéti-
¢a acumulada en les Ultimes aiies y les desarrelles con~
ceptuales en inmunolegia han revelade que la relacién
un gen un antigene es una sobresimplificacién insesteni
ble y le frecuente es gue los aleles, muchas veces mil-
tiples, de los sistemas inmunogenétices determinan ne
un antigeno sine varies que se heredan em blegues, cjo;
plos més ecenceidos de esta situacidn son leos sistemas
Kh y MNS del hombre (1), (4), BGK del bevine (5) y H-2
del ratén (16). (22)

En el estudio genético de los antigencs el mg
yer énfasis en la identificacién de los genes se ha ba~-
sado en la demostracionm de la existencia de elles per
le general en un séle tipe de material ecelular o humeral
vgr. glébulos rojos (6), glébules blances (7), piel (8),
suere sanguinee (9), u etre humer.

Las razones anteriores hacen deseable, per le
tanteo, dispener de una informacién mayer acerca de las
earacteristicas de los sistemas inmunoloégices que permi-
ta una definicién mis completa de ellos. En este contex
te y referide al material empleade en esta tesis en el
sistema de histecempatibilidad -2(H-2) del ratén se ha
estudiade la distribueién euantitativa de los antigenos
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especificos en los tejides y se ha visto que es diferente
al de otros sistemas come ser histocompatibilidad 1(H-l)
e histoeompabilidad 3(H-3) (10,11) y por lo tante consti-
tuye una propiedad del sistema genético mismo. La ento-
genia de estos antigenos ha sido tema de estudio para va
rios auteres; en diferentes cepas de ratones: Billingham
et al. (12) encontraron que cuande se inoeulan ratones
adultes de diferentes cepas con tejidos embrionarios de
once y medio dias, al sexto dia se proveca el rechaze

de injertos realizados tres dias antes de la ineculaecién.
Medawar (13) demuestra gue los antigenos del sistema H-2
estan presentes en embriones de 11 dias, Méller (14,15)
por inmunizacién encuentra gue eélulas embrionarias de

12 dias tienen antigenos -2 suficientes come para prove
car la formacién de anticuerpos humorales, Gorer (16) de
mostré que los eritrocitos de ratones con sistema H-2 leos
antigencs no son detectados con técnicas de aglutinacién
en suero fisiolégico hasta alguncs dias después del naei-
miente asi por ejemple, los glébules rejos de la cepa A/sn
ne reaccionan con los snticuerpos humorales hasta después
de la sexta semana del nacimiente. Sin embarge, con téec-
nicas mas sensibles que utilizan suero humane come conglu
tinante diseiiada por Gorer y Mikulska (17) Mitchisen (18)
encontré gue los hematies de la cepa A/sn. y C.B.A., reae
cionan eon los iseanticuerpes a les 8 dias después del na
cimiente. En contraste con estos rosultadoi, Pizarre et
al.(10), Ames(19) y M&ller(20) empleando Ia técnica de sue
ro dextran de Gerer, encontraron independientemente que
tanto los glébules rejos come las eélulas esplénicas de
A/sn. estos antigenos aparecen al s@ptimo dia del nacimien
to llegande al nivel adulto més o mencs al sexto dia. Sin
embarge, en las cepas BlO y C57L, este sistema antigénice
esta presente en el momente del nacimiente (23). Estes
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filtimes resultados hacen suponer la existencia de dos ti-
pes de cepas: aquellas que maduran antes ¢ en ¢l memente
del nacimiente, y aquellas en que esta maduracién se preo-
duce algunos dias después de éste en relacién con los an-
tigenos H-2.

Cruzaanlientos realizados entre estos des tipoes
de cepas, per eojemple A/sn. y BlO dieren hibrides F) que
mantenian las prepiedades de sus progenitores, es decir,
que agquelles antigenos determinades por la cepa A/sn.apa
recian en el hibride al segunde dia mientras que las pro
venientes de BlO estaban presentes en el wmemente del na-
cimiente.

Este trabaje tiene por ebjete confirmar las eob
servaciones acerca de diferencias en el tiempo de spari-
cidm y meduracién de los antigenes H-2 hechas por Méller
(14,20) y extender a un naserc mayor de aleles y cepas
de ratones pertadores de un miswe alele con ¢l ebjeto de
precisar si la aceibén de estos genes en el desarrolle es
¢ no independiente del genotipe residual.



il
MATERIAL Y METODOS

l.-Animales:les ratones utilizados perteneciercn a las si
guientes eepas: A-5W., pertadora del alele H-28 papy
los experimentes con tejidos embrionarics; Bl10 y Bl1O
(5M) ambas H-2B ¥y B10.H-2% y B10.H-29 pt. pertadoras
del alele H-aﬁ para los experimentos econ tejidos de
recién nacides.

2.-Preparacibn de los antigenos: De todas las cepas antes
mencionadas leos antigencs fueren preparados piemde fi
namente con tijeras trozos de tejido hepitice, el cual
fué pasado posteriormente a travées de una jeringa de
tuberculinae con agujas N°24, 23, 26 y 27 en forma con-
secutiva, y la pulpa asi obtenida fué lavada con sali-
ne isoténice en una centrifuga refrigerada Internatie-
nal Equipment Co. por 3 veces a 23.000 x g. durante 15
minutos a 0°C. El sobredadante se descartéd y el sedi-
mente a probar fué guardado a -20°C. hasta el momente
de usarse (ne mfs de una hera).

3.-Preparacién de los anticuerpos: Les anticuerpos se prg
pararon ineculande intraperitonealmente en el regeptor
Oy1 ml. de una mezsela en partes iguales, de tejido he-
patice y esplénice homogeneizgdes del dador por 3 o 4
veces con un plazo de 6 dias entre cada inoculaeién,
después de las cuales los animales fueron sangrados
por la aorta y la sangre obtenida incubada a 37°C por
una hera. El suero ebteaido se centrifugé a 600 x g.
durante 5 minutes y fué envasade en ampolletas que con
tenian 0.1 ml eada una, desecada al vacio en frie du-
ronte 24 horas y maatenido a -20°C hasta el momente de
usarse.

Para nuestres experimentos, las cepas dadores y
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receptoras de tejidos fueron las siguientes:

Cepas daderas Cepas receptoras

A.S¥ (H-28) AC.A (n~a£)

Bl10 (H-22) B10  (a-29)

B0 (H-2f) 810 (u-22)
4.-Medicibn de los antigeuncs: Se hizo por absoreibn de an

ticuerpos. Fara este se celeecé un volumen de pulpa de
higade y un velumen igual del anticuerpe, diluide al .
1:4 y esta mezcla fué incubada a 3I7°C per una hora y
luege centrifugada a 23.000 x g. en una centrifuga
refrigerada a 0° C Durante 15 amin.; El titule de les
anticuerpos fué probade en el sobrenadante econ glébu-
los rojeos del dador correspendiente para eada caso mg
diante la técnica de hemaglutinacién de Gorer y Mikulg
ka (17). Los resultades interpretados come:

+++ = aglutinseién completa (sin eélulas libres)
++ =» aglutinacibén fuerte

+ = aglutinaciéa débil

L « duda

- = sin qlutlmih
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RESULTADGCS

Con el shjete de saber ai existia alguna dife-~
rencia, en relacién eon el tiempo de maduracién de les an
tigenos H-2. entre cepas de ratones portaderas del misme
alele de histocompatibilidad pero diferentes en su geneoti
pe residual, se realizaron experimentes en recién nacides
de las cepas: B10.1.28 y 810.5-22 pt para o1 alele n-2f y
B1O y BIO(SM) para el alele H-22, E1 alele H-28 determina
la presencia de los siguientes antigencs: C, D, F, H, J,
N, Mj; siendo C y D los que dan reacciones mis claras, en
tante que el alele H-22  dotermina la presencia de los
siguientes antigencs: C, b, F, H, J, N, M; siende C y D
les gue dan reacciones wis claras, en tante gue el alele
R—ﬂ’. deternina la presencia de les antigeucs B, E, ¥, N;
By E fueren los estudiados en nuestre experimente. Ver
table 1.

lLos antigencs B y B de B1C y BlO(SM) y les an-
tigenos C y D de B10.H-2% y P10 H-2%, pt. se estudiaren
en ratones recién nacidos de 12 horas, 2, 3 y 6 diea y
les resultades que apareecen resumides enm la Tabla 2, gré
fico 1 demmestran gque la aparieién de les antigenos detep
minados por el alele H-22 en BIC y BIO(SM), comiensa antes
el nacimiento de tal manera que a las 12 horas tiene una
cantidad de antigencs capaz de bajar el titule del anti-
cuerpe especifice desde 1:1024 a 1:16 llegando al nivel
adulteo més ¢ mencs al segunde o tercer dia.

Los .ntls.uol C y D determinados por el alele
-2¢ on m10 H-2? y BiG ﬂ*’!. pt. comienzan a uadurar, a
diferencia de BLO y BlO (BM), al segunde dia después del
nacianiente ya que en ese momento la cantidad de antigenocs
presentes reduce el titule del anticuerpe espeecifico des~
de 1:1024 a 1:64 y alrededor del séptimeo dia abserben to-
talnente los anticuerpes eeorrespondientes en la misma feop
ma que los tejides de ratones adultos, es deeir, hay una
caida total del titule.
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Cuando se realizé un estudie diferencial de les
antigenes determinados por un misme alele (ﬂ-ﬂg) en una
misma cepa, BlO.H-ﬂg en nuestros experimentes, se encontré,
come se demuestra en la tabla 2, grafice 3 que la especifi
¢idad antigeniea C, probada aisladamente, comienza a apare
cer mas o menos al segunde dia después del nacimienteo al-
canzando el nivel adulte alrededor del quinte dia en tan-
to que el antigene D llega a diche nivel, recién al sépti
mo dia. :

Al realizar experimentes en reeién nacides de la
eepa A/SW se encontré gue los antigenos C - E - § determi
nados por el aleleo Knﬂ', tenian ya su nivel adulte a las
12 hs. después de nacides. Se extendié entonces el estu-
dio a etapas més tempranas del desarrollo embriemarie, pa
ra lo cual se analizaron embriones de 12, 14, 15, 16 y 17
dias. Leos resultados obtenidos, resumidos em la tabla 2
grafice 2, demuestran que estas tres especificidades, pre
badas en bloque comienzan a aparecer alrededor del duodé-
cime dia de vida intra-uterina llegande al nivel adulte a
los 17 dias de vida embrienaria aproximadamente cuatre
dias antes del nacimiente.

Comparande el tiempo de maduracidén de la especi
ficidad antigénica C determinada por el alele ﬁ-ﬂg se de~-
mostré que a pesar de que ambas reaccionan especificamen—
te frente al misme anticuerpe, estas maduran a tiempoes di
ferentes psi, el antigeno C de H-22 aparece entre les 14
y 15 dias llegande al nivel adulto mas ¢ menos a les 17
dias de vida embrienaria, en tante gue el misme antigene
C determinade por el alele i-28 aparece al segunde dia
después del nacimiente, alcanzando al nivel adulte alre-
dedor del quinte dia de vida.
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iles resultados ebtenidos en nuestres experimen-
tos con tejide hepatico embrionario, demuestran gue en la
eepa A.S¥ les antigencs C, E y S aparecen muy temprano en
el desarrelle, a los 12 dias de vida intrauterina. Estos
datos estarian de acuerdo con los sostenidos por Méller
(14), este autor inoculd tejide hepdtico de embrienes de
12 dias de la cepa A/Sn en adultos de la cepa C3H, encon
trande que los ratones tratados con células embriocnarias
rechazaren ol injerto con una tipica reaccién secundaria.
Billinghas et al.(12) encontré gque los tejides hepaticos
y esplénicos de embriones de la cepa CBA eran capaces de
produeir un france estado de tolerancia inmunolégica a
les 11 dias de vida intreuierina. Les datos obtenides
con estas téenicas imndicarian por una parte que les anti
genos de trasplante ii-2 pueden aparecer muy teuprane en
el desarrelle y por otra existen datos que indican que
estos pueden aparecer en ¢l memento del nacimiente o po
cos dias después (10, 19, 20). Las diserepancias des-
eritas parecen deberse en parte a diferencias en la sen
sibilidad de las técnicas pero ademés es eclare en nues-
tras observaciones en las que se empled una misma téeni
ea, que el tiempo de maduracidn de los antigenos deter~
minades per el lecus l-2 no tienen um periode definide
para todos los alelos del sistema si no que varia segin
sea el alele implieado.

Parece ser que la responsabilidad del tiempe
de maduracién estuviera intimamente ligeda al alele que
determina la presencia de estos antigenos de tal mode
que dieche tiempe seria el misme para todas las cepas
que tengan un misao alele en su genotipe. Nuestros re-
sultades apoyan esta hipbtesis, en las cepas BIO y BLO
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(5M) ambas portadoras del alele H-al el tiempo de wmadura~-
cién de las especificidades antigévicas B y B es el misme,
igual eosa sucede con BLO u-24 y Blo a-aﬁ, pt. ambas por-

tadoras del alele n-aﬁg eatos datos confirman lo encontra-
do Méller (14) en las cepas CS7BL/KL y CS57I/K, ambas
H~2= en las cuales, al igual que en nuestros experimentes
sus antigenoes -2 estén presentes en ¢l momente de su na-
cimiente. .

. Mas afin, este mismo autor observd gue los hibri
dos Fy provenientes de un eruzamiente entre animales de
cepas de maduraciém antigénica tardia come A/Sn y tempra-
nas eomo C37 LK. presentaron respecto al periede de apare
cimiente y maduracién antigénica las caracteristicas de
sus padres para cada antigene, por ejemple los asntigencs
caracteristicos del alele 1-22 do la cepa A/Sn aparecie-
ron al segunde o tercer dii en tante que aquelles gue preg
venian de la eepa €57 1K (5-25) aparee ieron mis teaupranc.
No hay datos con respecte a cruzsuientos entre cepas como
A/Sn y ASW.

Ahora bien, llama la ateneiin que en los cepas
estudiadas por nosotros los antigenvs deterainades por un
misme alele presentareon velocidades de maduracidn diferen
tes dentro de una misma cepa, asi por ejemplo, en nuestres
experiventos encontrames que ea la cepa B10.H28 el antige-
ne C. llege al nivel adulte cen tres dias de anticipaeibn
con respecto al antigene D. Este hecho en ninghn caso es
taria en contra de leo diche anteriormente ya que la varig
eibn encontrada es pequefia si se compara con las diferen-
¢cias que existen entre los tiempos de maduracidén determi-
nados por alelos diferentes. Estas diferencias son difi-
ciles de interpretar pereo pedrian explicarse a base de di
ferencias en las velocidades de sintesis de les diversocs
antigenos del sistema H-2.



RESUMEN

Pe nuestros experimentos surgen las siguientes

concluciones:

1.""

2.-

3."‘

El tiempe dé¢ maduracién de les antigenos H-2 esta
determinade genéticamente, por el alelo del sistg
ma implicado.

Existen pequefias variasciones en la velecidad de
maduracion de las diferentes especificidades an-
tigénicas determinadas por un migme gen alele.
Una misma especificided antigénica determinada
por distintos aleles maduran em tiemjios diferen~-
tes, que son caracteristicos para cada uno de
elles.

Les antigenos del sistema /-2 pueden aparecer muy
teuprane en el desarrell® ( alrededor de los 15

dias de gestacidém para la cepa A.5W.)
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TABLA 1

Seis alelos -2, su fenotipe antigénico y cepas

gue los llevan:

aleleos H-2 fenotipo antigénice -2 cepas
a A-CDEF-H-JKMNA'B'C'-=-WY A/sn
) eBeoBPececeneNABC- =V« BlO,BIO(SH)
a ceCDePal=Jd-NNABC « = ==~ BIO R-28,
810 H-2€ pg
4 ceCuBPowennl.ABCD' . -Y S104. '
£ swwes  GRIeccn . Alecee, = AC.A
x AeBoflonllccfussowen« Y CHA
s o CoBPBec oo ,=mBewh.n= AS.N.

{ - ) megative; ( . ) mo probade.

2 A B C D nombres proeviserios de alguncs antigenos.J.A Stimpfling
¥y O. Pizarre, Trauspl.Bull,28: 02.1961.

29 Gorer prefiere llamar a este antigeno D. Formas alélicas de les
antigenes D, E y K, E y N respectivamente han sido des~
erita por Amos et al. (19) y Gorer et al (17 ).




TABLA 2.

Cepas Antigenos Titule Titule anticuerpe absorbide eon
anticuerpo tej.hep. de embriones de:
sin absorb.ll 12 14 15 18 17 ds

A/Sw. C,E,8. 1/4096 1/4096./4096./512- /128. /16.

Titule anticuerpe absorbido con teji-
do sedimento hepatico de recién naci-
do de:

12hse. 2 3 4 © 6 7 8 dias

p10.8-22 ¢,p  1/1024 1/1024 1/64 1/34 ¢ 2 1/8 ~ -

pt.
Blo.n-28 c,p  1/1024 1/512 1/512 1/64 2 @ 1/4 - =

310,3-22 Cc 1/1024 2 1/1024 1/64 2 1/16 » &« «

a noe probade

- absorcién completa
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GRAFICO 3.

Curva comparativa de la maduracién de los antfgenos C y C,D

en ratones de la cepa BlO.H-2g—a
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