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1. RESUMEN.

El sistema inmune cuenta con mœltiples poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, las
cuales participan en la respuesta inmune de diferentes formas. Estas subpoblaciones
linfocitarias permanecen relativamente estables durante la vida del animal. En los rumiantes la
subpoblación de linfocitos T gd+ representa un caso especial, ya que disminuye a medida que
el animal envejece. Existe bastante información acerca de la variación de diferentes
subpoblaciones de linfocitos en animales con diferentes patologías, principalmente en
enfermedades infecciosas, que indican cuÆl es la población de linfocitos que estÆ actuando en
la defensa del animal o cual población esta siendo afectada por el patógeno causante de la
infección.

En el presente trabajo se analizaron los porcentajes de diferentes subpoblaciones de
linfocitos circulantes en bovinos sin alteraciones clínicas. Para el efecto se usaron animales de
tres rangos de edad: animales jóvenes (15 a 30 días), pœberes (6 a 9 meses) y animales adultos
(4 a 8 aæos). Los linfocitos fueron aislados mediante un gradiente de densidad discontinuo de
Ficoll-Hypaque, descrito para sangre humana y adaptando por nosotros a la sangre del bovino.
Para identificar cada población y subpoblación de linfocitos bovinos se estandarizó una
tØcnica de inmunocitoquímica para cada uno de los anticuerpos específicos usados, con lo que
se pudo obtener bajo el microscopio de luz los porcentajes promedio de cada subpoblación en
estudio.

Los resultados muestran que existen variaciones en algunas poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias a lo largo de la edad. Por ejemplo los linfocitos T (CD3+)
presentan una disminución en la pubertad respecto a los otros rangos de edad, esto podría
deberse a variaciones hormonales durante la pubertad, y en los linfocitos B (IgG+) que al
contrario de los linfocitos T (CD3+), aumentan en los animales de esta misma edad. Los
linfocitos T CD8+ mantuvieron su porcentaje relativo sin variación a las edades estudiadas,
mientras que los linfocitos T CD4+ mostraron un pequeæo aumento en los animales adultos.
La población de linfocitos T gd+ mostró una disminución notable a medida que avanza la
edad. El significado de este particular cambio en esta subpoblación linfocitaria aœn no es bien
comprendido.

Dada la escasa dispersión obtenida en el presente, podemos afirmar que la tØcnica
empleada y los valores obtenidos para las diferentes subpoblaciones linfocitarias del bovino
podrían ser de gran utilidad para el futuro y tal vez  ser considerados como valores locales de
referencia en el caso de estudios de bovinos afectados por alguna patología ó para
investigaciones posteriores interesadas en alguna subpoblación en particular.

Palabras claves: Subpoblaciones linfocitarias, CD3, CD4, CD8, gd, IgG, bovinos.
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2. SUMMARY.

The immune system displays several populations and subpopulations of lymphocytes,
that participate in different forms in the immune response. These subpopulations are relatively
stable during the animal�s life. The ruminants, in this respect are a special case, since the gd+

T lymphocyte�s subpopulation decreases with aging. There is some information about
changes of one or more subpopulations of lymphocytes under pathological conditions, mainly
infections, indicating which type of lymphocytes are activated or which population has been
affected by the pathogen.

In this study, the percentage more relevant subtypes of T cells (CD3+, CD4+, CD8+

and gd+) as well as on B cells (IgG+), was determined at different ages in normal bovines,
whether they undergo age-related changes. In order to accomplish this objective peripheral
blood samples were obtained from healthy animals, belonging to three age ranges: newborns
(15-30 days-old), puberty (6-9 months-old) and adults (4-8 years-old). The lymphocytes were
isolated by a Ficoll-Hypaque discontinuous density gradient, modified for bovine blood. To
identify the different types of lymphocytes, an immunocytochemical method, using specific
antibodies for each bovine subpopulation of lymphocytes was standardized. The percentage of
the different subpopulations of lymphocytes was determined under a light microscopy.

The results shown that variations in some lymphocyte subpopulations age related
exist. For example the T cells population exhibits a significant decrease during puberty, in
contrast to the (IgG+) B cells display an increase in the same age. This situation might derive
from hormonal changes taking place during puberty. No change was observed in the
percentages of CD8+ T lymphocytes, CD4+ T lymphocytes, showed increased levels during
adulthood, and the gd+ T cells subpopulation display the expected profile for ruminants, a
strong decrease with aging. The meaning of this particular change is not well understood at
the present.

Taking in account the scarse dispersion, obtained here for the different bovine
lymphocyte�s subpopulations, these results may be a useful reference tool for future related
work, or a basic knowledge for future investigations in any particular lymphocyte subtype.

Keywords: Lymphocyte subpopulations, CD3, CD4, CD8, gd, IgG, bovines.
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3. INTRODUCCI�N.

3.1.  EL SISTEMA LINFOIDE.

El sistema inmune, tanto el innato o natural como el espec�fico o adquirido, cuenta con
varios �rganos que dan origen a diferentes poblaciones de c�lulas que cooperan en la defensa
y protecci�n del organismo, es el caso de los granulocitos polimorfonucleares (neutr�filos,
eosin�filos y bas�filos) y los agranulocitos mononucleares (monocitos y linfocitos)
(Dellmann, 1993). De estos �ltimos destacan los linfocitos, los cuales juegan el papel de
mayor importancia en la generaci�n de la respuesta inmune espec�fica.

3.1.1. Origen de las cØlulas linfoides.
Las c�lulas del sistema inmune tienen su origen en los �rganos linfoides, que se

dividen en dos tipos:
a.- Los �rganos linfoides primarios (m�dula �sea, timo y la �bursa de Fabricio� (s�lo

en aves)), tienen por funci�n la producci�n y diferenciaci�n de los linfocitos.

b.- Los �rganos linfoides secundarios (bazo, n�dulos linf�ticos y tejido linfoide
asociado a mucosas como son las tonsilas y las placas de Peyer), tienen por funci�n la
estimulaci�n antig�nica de los linfocitos, por lo que participan directamente en la respuesta
inmune (Dellmann, 1993; Palomo y col. 1998; Folch y col. 2000).

Como principal �rgano linfoide primario se destaca la m�dula �sea que da origen a
toda la l�nea hematopoy�tica. La m�dula �sea contiene a las c�lulas troncales o c�lulas
madres, las cuales son pluripotenciales y pueden dar origen a toda la l�nea de c�lulas
sangu�neas. A medida que aumenta la edad del animal la m�dula �sea roja es reemplazada por
m�dula amarilla quedando restringida al estern�n, v�rtebras, costillas, huesos del cr�neo,
pelvis y ep�fisis de los huesos largos (Dellmann, 1993). El otro �rgano primario es el timo,
que se ubica en el espacio mediast�nico tor�cico anterior por sobre los grandes vasos del
coraz�n, extendi�ndose en el caso de los rumiantes hacia la regi�n del cuello. En el reci�n
nacido presenta gran tama�o, y va disminuyendo a medida que se acerca la pubertad
quedando en el adulto solo remanentes de este �rgano (Shively, 1993; Gershwin y col. 1995).
Durante la gestaci�n el timo recibe linfocitos inmaduros derivados de la m�dula �sea (c�lulas
pre-T), los cuales proliferan y maduran a linfocitos T, sufriendo al mismo tiempo un proceso
de selecci�n donde la mayor�a muere por apoptosis dentro del timo; la poblaci�n
sobreviviente (un 25% en caso de los bovinos) migra posteriormente a la periferia para
colonizar los �rganos linfoides secundarios (Tizard, 1998). Un �rgano linfoide primario
propio de las aves es la �bursa de Fabricio�, esta tiene una forma sacular y se ubica en la
porci�n dorsal y terminal de la cloaca. Su funci�n es permitir la maduraci�n, diferenciaci�n y
selecci�n de las c�lulas inmaduras pre-B que provienen de la m�dula �sea que pasar�n a ser
linfocitos B. El 95 al 99% de los linfocitos de la �bursa� mueren por apoptosis, y el resto es
liberado a la circulaci�n para que colonicen los �rganos linfoides secundarios (Tizard, 1998).
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Su rol fue descrito por Glick y col. en 1956, permitiendo de esta forma contar con un modelo
en que se demostr� que la maduraci�n de los linfocitos B y de los linfocitos T eran totalmente
separados (Glick y col. 1956).

Las placas de Peyer son clasificadas como �rganos linfoides secundarios. En el caso
de los rumiantes se han diferenciado dos tipos de placas, las placas de Peyer yeyunales y las
placas de Peyer ileocecales (Tizard, 1998). Las placas yeyunales permanecen durante toda la
vida del animal y en su interior tienen linfocitos B (alrededor de un 70%) y linfocitos T
(alrededor de un 30%), lo que las clasificar�a como un �rgano linfoide secundario (Tizard,
1998); por el contrario, las placas de Peyer ileocecales alcanzan su mayor tama�o antes del
nacimiento para posteriormente desaparecer. Estas placas de Peyer ileocecales reciben desde
la m�dula �sea linfocitos pre-B, que aqu� se diferencian, maduran y sufren un proceso de
selecci�n similar al observado en la “bursa de Fabricio”, despu�s de esto las c�lulas
sobrevivientes salen a la periferia para poblar �rganos linfoides secundarios (Dellmann,
1993). Debido a las caracter�sticas antes mencionadas las placas de Peyer ileocecales se
clasifican como �rganos linfoides primarios (Tizard, 1998). Diferencias similares entre las
placas de Peyer tambi�n se observan en el cerdo (Parkhouse, 1996).

En cuanto a los �rganos linfoides secundarios, tenemos en primer termino al bazo que
se ubica adyacente a la pared abdominal izquierda. El par�nquima del bazo est� dividido en
dos componentes: a) la pulpa roja donde ocurre el almacenamiento de gl�bulos rojos y b) la
pulpa blanca que posee �reas B y �reas T donde ocurre la respuesta inmune. Este �rgano tiene
varias funciones: filtraci�n de la sangre; eliminaci�n de ant�genos (bacterias, hongos,
par�sitos o virus); destrucci�n de gl�bulos rojos envejecidos; almacenamiento de eritrocitos y
plaquetas y en animales adultos la linfopoyesis. En segundo t�rmino est�n los n�dulos
linf�ticos que se encuentran en un n�mero variable y en zonas estrat�gicas en que convergen
los vasos linf�ticos de determinadas regiones del organismo. Su funci�n es la filtraci�n de la
linfa, la captura de ant�genos y como son �rganos linf�ticos secundarios producir la respuesta
inmune. En tercer lugar est�n las tonsilas que son tejidos linfoides asociados a la mucosa de la
regi�n far�ngea. Debido a su ubicaci�n toman contacto con ant�genos que ingresan por la v�a
a�rea u oral. Con respecto a la poblaci�n de linfocitos que la forman entre un 40 a 50% son
c�lulas B y el resto c�lulas T (Palomo y col. 1998).

3.1.2. CØlulas del tejido linfoide.
Desde el punto de vista inmunol�gico las c�lulas m�s importantes del tejido linfoide

son los linfocitos, peque�as c�lulas de forma redonda cuyo tama�o fluct�a entre 7 y 15 micras
de di�metro, dependiendo de su estado de activaci�n. Su n�cleo redondo, con cromatina muy
condensada; el citoplasma supera por muy poco al n�cleo apareciendo como una delgada capa
casi imperceptible si se observa al microscopio �ptico. Los linfocitos circulantes var�an en
porcentaje con respecto a los leucocitos totales seg�n la especie: caninos entre un 12 a 30%,
felinos entre un 20 a 55%, porcinos entre un 39 a 62%, equinos entre un 15 a 50%, caprinos
entre un 50 a 70%, ovinos entre un 40 a 75% y bovinos entre un 45 a 75% (Feldman y col.
2000), en ratones y ratas el porcentaje est� entre un 60 a 70% (Dellmann, 1993). Los
linfocitos tienen su origen en la m�dula �sea hematopoy�tica, pero maduran y proliferan en
los distintos �rganos linfoides para dar origen a dos subpoblaciones: los linfocitos B y los
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linfocitos T. En los mam�feros la maduraci�n de los linfocitos B ocurre en la m�dula �sea; en
los rumiantes y posiblemente en el cerdo existen evidencias que tambi�n ocurre en las placas
de Peyer ileocecales (Tizard, 1998); en las aves el principal sitio de maduraci�n para este tipo
celular es la “bursa de Fabricio”. Los linfocitos B var�an seg�n la especie, Tabla 1:

Tabla 1. Porcentaje de linfocitos B en sangre perif�rica en algunas especies de
animales dom�sticos (Tizard, 1992).

Especie Linfocitos B (%)
Bovino 20 � 40
Ovino 15 � 35
Equino 20
Porcino 26 � 38
Canino 23 � 30
Felino 26 � 35

Los linfocitos B poseen en su superficie receptores de ant�genos, denominados BCR
(receptor de c�lulas B), cuyo componente principal es la inmunoglobulina (Ig) de membrana.
Existen cinco clases o isotipos de Ig de membrana, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Cada linfocito
B posee entre 200.000 y 500.000 BCR en su superficie que le permite tomar contacto con el
ant�geno (Tizard, 1998). El BCR a diferencia del TCR (receptor de c�lulas T), puede captar
ant�genos nativos libres y no requiere de procesamiento previo (Tizard, 1998). Los linfocitos
B cumplen dos funciones, primero capturar los ant�genos libres, sin necesidad de una
presentaci�n previa, para endocitarlos y posteriormente transformarlos en p�ptidos que son
presentados junto a ant�genos del complejo de histocompatibilidad clase II a los linfocitos T;
y segundo, deben activarse y multiplicarse, para que algunas de estas c�lulas queden como
c�lulas B de memoria y otras se diferencian a c�lulas plasm�ticas las cuales comienzan a
producir anticuerpos, dando origen a la respuesta inmune humoral (Folch y col. 2000).

Los linfocitos T tienen como sitio de maduraci�n y diferenciaci�n el timo y desde all�
colonizan los �rganos linfoides secundarios. Los linfocitos T pueden corresponder hasta un
80% del total de linfocitos circulantes en la sangre perif�rica (Tizard, 1998), pero var�an
seg�n las especies, como lo muestra la Tabla 2:

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos T del total de linfocitos en sangre perif�rica en
algunas especies de animales dom�sticos (Tizard, 1992).

Especie Linfocitos T (%)
Bovino 40 � 70
Ovino 28 � 80
Equino 38 � 66
Porcino 45 � 57
Canino 70
Felino 50 � 55
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Para activarse en forma espec�fica los linfocitos T tienen en su superficie el TCR
(receptor de c�lulas T) que le permiten tomar contacto con el ant�geno cuando �ste es
presentado unido al ant�geno de histocompatibilidad. Se han identificado dos tipos de TCR,
que dan origen a dos subpoblaciones de linfocitos T, que se diferencian por los tipos de
cadena polipept�dica que poseen, alfa-beta (ab) � gama-delta (gd). Cada linfocito T posee en
su superficie entre 10.000 a 20.000 TCR (Tizard, 1998). El porcentaje relativo de ambas
subpoblaciones de c�lulas T existentes: ab+ y gd+ var�a seg�n la especie, Tabla 3:

Tabla 3. Diferencias entre subpoblaciones de linfocitos T en sangre perif�rica de
algunas especies seg�n el TCR (Tizard, 1998).

Subpoblaci�n de linfocitos T
Especie % TCR ab+ % TCR gd+

Bovino 5 – 30 45 – 50
Ovino 5 – 30 22 – 68

Porcino 14 – 34 31 – 39
Rat�n 85 – 95 5 – 15

En la especie humana, ratones y en la mayor�a de los no rumiantes, el 90 a 99% de los
linfocitos T tienen en su superficie receptores TCR ab (Tizard, 1998). En el hombre los
linfocitos T con TCR gd+ representan un bajo porcentaje del total de linfocitos T, a diferencia
de los rumiantes en que linfocitos T con TCR gd+ pueden alcanzar hasta un 60% (Tizard,
1998). La poblaci�n de linfocitos T gd+ es un importante componente para la defensa contra
bacterias y protozoos (Kirkham, 1996). Se ha descrito que presentan actividad citol�tica
inespec�fica contra c�lulas tumorales (Palomo y col. 1998) y que interact�an con otros
linfocitos como es el caso de la interacci�n de estas c�lulas con los linfocitos B contribuyendo
a la respuesta inmune en varias patolog�as, as� se ha descrito que la poblaci�n de linfocitos T
gd+ aumenta en pacientes con infecci�n micobacteriana y otras enfermedades pulmonares
agudas. Se describe adicionalmente que tienen un rol de gran importancia en la protecci�n
primaria (Hayday, 2000).

Adem�s del TCR los linfocitos T cuentan con otras mol�culas accesorias de superficie,
entre ellas las denominadas CD (“cluster designation” o grupo de diferenciaci�n). Se conocen
alrededor de 200 CD por lo que a cada una de ellas se le asigna un n�mero. Cada linfocito
tiene muchas mol�culas CD en su membrana, que pueden usarse como marcadores de su rol
fisiol�gico y que tambi�n permite su identificaci�n, mediante el uso de anticuerpos
espec�ficos (Folch y col. 2000). Son tres los marcadores de mayor importancia, CD3, CD4 y
CD8. El CD3, presente en todos los linfocitos T, est� formado por 5 glucoprote�nas diferentes
y se presenta siempre asociado al TCR, ya sea TCR ab o TCR gd. Su funci�n es transferir
se�ales desde el sitio de uni�n antig�nico del TCR al interior del linfocito (Roitt y col. 1994;
Tizard, 1998; Palomo y col. 1998).

Una subpoblaci�n de linfocitos CD3+ posee en su membrana la mol�cula CD4,
mol�cula caracter�stica de las poblaciones de linfocitos T helper y linfocitos T de
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hipersensibilidad retardada. La mol�cula CD4 act�a en reconocimiento de mol�culas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II en la superficie de c�lulas
presentadoras de ant�genos. Como consecuencia de este reconocimiento complementario se
produce la activaci�n y proliferaci�n de los linfocitos T helper, con s�ntesis y secreci�n de
citoquinas que aumentan la respuesta inmune tanto humoral como celular (Palomo y col.
1998). La mol�cula CD4 ancla e inmoviliza a la c�lula presentadora del ant�geno al linfocito
T helper, para que la transmisi�n de se�ales sea m�s eficaz entre ellas (Tizard, 1998).

Los porcentajes de linfocitos T CD4+ var�an seg�n la especie, en la especie humana el
65% de los linfocitos T son linfocitos T CD4+, en algunos animales este porcentaje es de solo
28%, por ejemplo en rumiantes adultos var�a entre un 20 a 30%. Ver Tabla 4:

Tabla 4. Poblaci�n de linfocitos T CD4+ en algunas especies de animales dom�sticos
(Tizard, 1998).

Especie % linfocitos T CD4+

Bovino 8 – 31
Ovino 8 – 22

Porcino 23 – 43
Equino 56
Canino 27 – 33
Felino 19 – 49

La mol�cula CD8 est� presente en la poblaci�n de linfocitos T citot�xicos y linfocitos
T supresores. La mol�cula CD8 tiene afinidad por los ant�genos de histocompatibilidad clase I
(Palomo y col. 1998), por lo que su presencia potencia la estimulaci�n de los linfocitos
citot�xicos y supresores (Palomo y col. 1998). El linfocito T CD8+ es capaz de reconocer
ant�genos de car�cter end�geno en la superficie de la c�lula presentadora, produciendo la
destrucci�n de las c�lulas propias alteradas, como las que han sido infectadas por virus,
protozoos, bacterias y las cancerosas (Tizard, 1998; Harty y col. 2000). Estudios recientes
muestran que las c�lulas T CD8+ juegan un rol fundamental en la respuesta contra bacterias
intracelulares (Harty y Bevan, 1999). Los linfocitos T CD8+ var�an seg�n la especie, ver
Tabla 5:

Tabla 5. Poblaci�n de linfocitos T CD8+ en algunas especies de animales dom�sticos
(Tizard, 1998).

Especie % linfocitos T CD8+

Bovino 10 – 30
Ovino 4 – 22

Porcino 17 – 39
Equino 20 – 37
Canino 17 – 18
Felino 6 – 39
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La informaci�n se�alada anteriormente revela que existen variaciones porcentuales en
las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T y B inter e intra-especie, siendo funci�n de la
t�cnica aplicada y de las condiciones del estudio.

La poca informaci�n en bovinos sobre la variaci�n de las subpoblaciones linfocitarias
en relaci�n con la edad nos llev� a plantear el objetivo de establecer el porcentaje de cada una
de las subpoblaciones de linfocitos T (CD3+, CD4+, CD8+ y gd+) y de la poblaci�n de
linfocitos B (IgG+), y su variaci�n a trav�s de la edad.

Objetivos espec�ficos:
1.- Estandarizar la t�cnica de separaci�n de c�lulas mononucleares a partir de sangre

perif�rica de bovino.

2.- Estandarizar una t�cnica de inmunocitoqu�mica que permita individualizar los
distintos tipos celulares.

3.- Estudiar y cuantificar, mediante inmunocitoqu�mica, el porcentaje de las
subpoblaciones de linfocitos T y B en sangre circulante de bovinos, sin alteraciones cl�nicas
evidentes, de tres rangos de edad.
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4. MATERIAL Y MÉTODOS.

4.1. ANIMALES.

En el presente estudio, se utilizaron en una primera etapa 20 bovinos elegidos al azar
del Hospital Veterinario y del predio Santa Rosa de la Universidad Austral, para montar y
estandarizar las t�cnicas que debieron usarse. En la segunda etapa para determinar los
porcentajes de las diferentes subpoblaciones se usaron 30 bovinos, que fueron facilitados por
predios de la Universidad Austral de Chile y predios privados con un manejo comparable,
siendo estos actualmente predios libres de brucelosis, leucosis y tuberculosis. Estos bovinos
se clasificaron en tres grupos de 10 animales cada uno, separados por rango de edad. El grupo
1 estuvo constituido por animales cuya edad fluct�a entre los 15 a 30 d�as, el grupo 2
corresponde a animales de entre 6 a 9 meses de edad y el grupo 3 a animales de 4 a 8 a�os de
edad.

4.2. OBTENCI�N DE CÉLULAS MONONUCLEARES.

Para obtener los linfocitos se utiliz� un gradiente de densidad discontinuo de Ficoll-
Hypaque, mediante una t�cnica basada en el protocolo propuesto por Pharmacia LKB
Biotecnology Inc. para la sangre humana. Este m�todo se modific� y adapt� para la sangre del
bovino. Para llevar a cabo este procedimiento a cada animal se le extrajo una muestra de
sangre por punci�n de la vena yugular, la que se recibi� en un tubo con anticoagulante (se
prob� con heparina y citrato de sodio). Cada muestra reci�n obtenida fue sometida a una
centrifugaci�n de 900 g (2300 rpm) por 20 minutos, obteni�ndose tres fases, plasma, gl�bulos
blancos y gl�bulos rojos. La fracci�n rica en gl�bulos blancos, se traslad� a otro tubo con la
ayuda de una pipeta Pasteur donde los leucocitos y gl�bulos rojos contaminantes fueron
resuspendidos en PBS-citrato. En otro tubo se coloc� la soluci�n de Ficoll-Hypaque con una
densidad de 1,077, sobre �sta se dej� caer suavemente, deslizando por las paredes del tubo, la
suspensi�n de gl�bulos blancos evitando que se mezclen y manteniendo siempre el tubo en
posici�n vertical; la gradiente se llev� a centrifugaci�n por 30 minutos a 900 g (2300 rpm).
De esta forma se logr� una separaci�n en cuatro fases, plasma m�s PBS-citrato, una nube
constituida principalmente por c�lulas mononucleares, soluci�n de Ficoll-Hypaque y en el
fondo del tubo los gl�bulos rojos y granulocitos. Con una pipeta Pasteur se extrajo la nube de
c�lulas mononucleares que se diluy� en PBS-citrato hasta completar 10 ml, luego se
centrifug� a 1100 g (2500 rpm) por 10 minutos para limpiar la muestra de linfocitos de restos
de Ficoll-Hypaque y plasma que permanec�an en el sobrenadante. El sedimento de linfocitos
que se form� posterior a la centrifugaci�n qued� en el fondo del tubo, se elimin� el
sobrenadante y las c�lulas se resuspendieron en PBS-citrato. La suspensi�n de c�lulas se
someti� a un segundo lavado igual al descrito anteriormente. Los linfocitos se resuspendieron
en 6 ml de PBS-citrato y se contaron en la c�mara de Neubauer, siendo posteriormente
ajustados a una concentraci�n de 5 x 106 c�lulas por ml.
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4.3. ANTICUERPOS.

4.3.1. Anticuerpos primarios.
a) Anti-CD3 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en rat�n (VMRD, Inc.).

L�nea celular: MM1A.
Especificidad: CD3.
Isotipo: IgG1.

b) Anti-CD4 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en rat�n (VMRD, Inc.).
L�nea celular: IL-A11.
Especificidad: CD4.
Isotipo: IgG2a.

c) Anti-CD8 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en rat�n (VMRD, Inc.).
L�nea celular: BAT82A.
Especificidad: CD8 beta.
Isotipo: IgG1.

d) Anti-gd de bovino, anticuerpo monoclonal producido en rat�n (VMRD, Inc.).
L�nea celular: CACT63A.
Especificidad: A2/ reactividad predominante con c�lulas T gd.
Isotipo: IgG1.

e) Anti-IgG de bovino marcado con peroxidasa, anticuerpo policlonal producido en conejo
(SIGMA).

f) IgG1 de rat�n, anticuerpo monoclonal, control negativo (DAKO).
L�nea celular: DAK-GO1.
Especificidad: enzima glucosa oxidasa del Aspergillus niger, que no est� presente en
ning�n tejido mam�fero.
Isotipo: IgG1, kappa.

4.3.2 Anticuerpo secundario.
Anti-IgG de rat�n marcado con biotina que viene en el kit marcador universal (DAKO

LSABÒ2 System, Peroxidase).
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4.4. T�CNICA INMUNOCITOQU�MICA.

A partir de las suspensiones de c�lulas mononucleares reci�n obtenidas, se hicieron
preparados colocando una gota de 10 ul. de la suspensi�n sobre un portaobjeto xilanizado con
APES, la cual se deja secar a temperatura ambiente.

Para lograr el marcado de las distintas subpoblaciones de linfocitos se utiliz� la t�cnica
del marcado de estreptoavidina-biotina (LSAB). Para esto las muestras de linfocitos fueron
incubadas con el primer anticuerpo utilizando tres diluciones (1:25, 1:50 y 1:100) por tres
tiempos diferentes i) 37ºC por 1 hora, ii) a temperatura ambiente por 3 horas y iii) a 4ºC por
toda la noche. Finalizadas las incubaciones se procedi� a lavar 3 veces las muestras con PBS
mantenido a temperatura ambiente.

Cuando se utiliz� como primer anticuerpo anti-IgG marcado con peroxidasa se revel�
inmediatamente con el sustrato aminoetilcarbazol (AEC), que produce un dep�sito rojo que
puede visualizarse en el microscopio �ptico.

Cuando se usaron los dem�s anticuerpos se procedi� a incubar a distintos tiempos (10
min., 30 min. y 1 hr.) con un segundo anticuerpo biotinilado (DAKO LSABÒ2 System,
Peroxidase). Terminada esta incubaci�n se agreg� el complejo estreptoavidina-peroxidasa
(DAKO LSABÒ2 System, Peroxidase). En este caso tambi�n se probaron tres tiempos (10
min., 30 min. y 1 hr.), concluido esto se procedi� a revelar con AEC por 5 minutos y
posteriormente las muestras se montaron usando un medio acuoso (Faramount, DAKO).

En todos los casos se utilizaron dos tipos de controles negativos, i) incubaci�n sin
primer anticuerpo, el que fue reemplazado por PBS, y ii) usando un anticuerpo de igual
isotipo que el primer anticuerpo pero de especificidad no relacionada (IgG1 de rat�n, control
negativo).

4.5. CUANTIFICACI�N DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

El recuento de cada una de las subpoblaciones linfocitarias se realiz� por separado y
en un microscopio �ptico, con aumento de (1000X) y con aceite de inmersi�n, ayudado por un
contador manual. En cada preparaci�n se observaron 20 campos visuales elegidos al azar. En
cada uno de ellos se anot� el n�mero total de c�lulas presentes y el n�mero de c�lulas
marcadas que corresponde a la subpoblaci�n en estudio, obteniendo por un lado la suma total
de c�lulas presentes y por otro, la suma total de c�lulas marcadas. En cada determinaci�n se
cuantificaron en promedio un total de 600 c�lulas mononucleares. Con los datos antes
obtenidos se procedi� a calcular por simple regla de tres el porcentaje de c�lulas marcadas
correspondiente a la subpoblaci�n en estudio.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ensayos estad�sticos, confecci�n de
tablas y gr�ficos, los que permitieron presentar los valores y visualizar las variaciones. Para
saber si esta variaci�n es significativa entre los tres grupos dentro de una misma
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subpoblaci�n, los datos se analizaron a trav�s de los m�todos estad�sticos Kruskal-Wallis y
prueba U de Mann-Whitney del programa computacional Epi Info 2000, versi�n 1.1.1. En
todos los casos se us� un nivel de significaci�n (P) de 95%.

Fig. 1. Esquema resumen de la t�cnica inmunocitoqu�mica LSAB.
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5. RESULTADOS.

5.1. ESTANDARIZACI�N DE LA T�CNICA PARA LA SEPARACI�N DE
C�LULAS MONONUCLEARES DE BOVINO.

La separaci�n de las c�lulas mononucleares se realiz� tomando como base la t�cnica
propuesta por Pharmacia LKB Biotechnology Inc. U.S.A., a la cual se le efectu� algunos
cambios como es el caso del anticoagulante usado, optando por citrato de sodio al 3,8% en
una relaci�n de 1:10 con respecto a la sangre (Fig. 2A), en vez de heparina, esto se hizo para
evitar la formaci�n de co�gulos de fibrina que acompa�aban a los leucocitos, lo cual resultaba
imposible de disgregar e imped�a la extracci�n de dichas c�lulas � llevaba a una gran p�rdida
de �stas. Otro problema asociado a esta t�cnica es que no se lograba obtener una buena
separaci�n de las c�lulas mononucleares si se colocaba sobre la soluci�n de Ficoll-Hypaque la
sangre entera de bovino diluida en buffer, por lo que se requiri� de una primera centrifugaci�n
de la muestra (Fig. 2B) logrando con esto obtener el “ buffy coat”, junto con gl�bulos rojos
contaminantes (Fig. 2C), esta mezcla celular se diluy� en PBS-citrato hasta un volumen de 6
ml. (Fig. 2D), para posteriormente colocarla sobre 3 ml. de Ficoll-Hypaque (Fig. 2E) y
someterla a centrifugaci�n (Fig. 2F). Con estas modificaciones se logr� una muy buena
separaci�n de las fases (Fig. 2G).

Una vez estandarizada esta t�cnica se logr� realizar sin problemas la separaci�n de las
c�lulas mononucleares y el posterior aislado de �stas en cada una de las muestras de sangre de
bovino usadas en las determinaciones que aqu� se describen. En la figura 2 pueden verse
esquematizados los pasos usados en la separaci�n de las c�lulas mononucleares del bovino.
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Fig. 2. Esquema resumen del m�todo de obtenci�n de linfocitos usando Ficoll–Hypaque,
adaptado para la sangre bovina. Se muestra hasta la etapa en que se obtiene la nube de
linfocitos.

  A   B

Centrifugación a
900 g (2300 rpm) por 20 min.

  C   D

Retirar la fracción superior del
sedimento rica en glóbulos blancos

y diluirla en PBS-citrato.

  E   F

Centrifugación a
900 g (2300 rpm) por 30 min.

  G
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5.2. ESTANDARIZACI�N DE LA T�CNICA PARA LA INMUNOCITOQU�MICA.

5.2.1. Estandarizaci�n de la diluci�n del primer anticuerpo.
Cada anticuerpo primario se estandariz� por separado utilizando tres diluciones

diferentes, 1:25; 1:50 y 1:100. Cada una de estas diluciones a su vez se incubaron a diferentes
tiempos y temperaturas. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 6. Estandarizaci�n de las concentraciones de los anticuerpos primarios, en funci�n del
tiempo y temperatura de incubaci�n.

Incubaci�n CD3 CD4 CD8 IgG gdDiluci�n
anticuerpo Tpo (hr) Tº (ºC) IMR Pp IMR Pp IMR Pp IMR Pp IMR Pp

1 37 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - ++
1:25 3-4 Amb. +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - ++

12 4 +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
1 37 +++ ++ +++ ++ +++ + +++ ++ - +

1:50 3-4 Amb. +++ ++ +++ ++ +++ - +++ ++ - +
12 4 ++ + ++ + ++ - ++ + - +
1 37 +++ + +++ + ++ - +++ + - +

1:100 3-4 Amb. +++ - +++ - ++ - +++ - - -
12 4 ++ - ++ - + - ++ - + -

Intensidad de la inmunorreactividad (IMR): (-) ausencia; (+) leve; (++) moderada;
(+++) intensa.

Precipitado (Pp): (+) presencia; (-) ausencia.
Amb: temperatura ambiental.

El an�lisis al microscopio �ptico permiti� determinar a qu� diluci�n se observ� la
mejor marca en las c�lulas frente a un anticuerpo espec�fico. En las diluciones baja (1:25 �
1:50) se observ� una intensa inmunorreacci�n en las c�lulas, acompa�ada de la formaci�n de
grandes precipitados con la misma coloraci�n de la reacci�n espec�fica ant�geno-anticuerpo.
La mejor diluci�n para la mayor�a de los anticuerpos fue 1:100; en este caso la reacci�n era
muy intensa y muy limpia y no se observaba precipitaci�n de la soluci�n de revelado. Por esta
raz�n, en la Tabla 6, se marca con l�nea roja la diluci�n del anticuerpo considerada �ptima,
como tambi�n el tiempo y la temperatura m�s adecuada de incubaci�n.

En el caso del anticuerpo anti-gd no hubo inmunorreacci�n con ninguna de las
diluciones del anticuerpo ni con las incubaciones propuestas mostradas en la Tabla 6. Sin
embargo, la diluci�n 1:100 incubada por 12 hrs. a 4 C° mostr� una muy leve marca, lo que
nos hizo pensar que ser�a bueno realizar una nueva incubaci�n manteniendo la diluci�n del
anticuerpo y la temperatura, pero prolongando el tiempo de incubaci�n. Se probaron los
siguientes tiempos: 12 hrs., 24 hrs. y 48 hrs. Los resultados se muestran en la Tabla 7:
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Tabla 7. Estandarizaci�n del anticuerpo anti-gd, en funci�n del tiempo y temperatura de
incubaci�n.

Incubaci�n gdDiluci�n anticuerpo
Tpo (hr) Tº (ºC) IMR Pp

12 4 + -
1:100 24 4 +++ -

48 4 +++ -

El an�lisis de la inmunorreactividad al microscopio �ptico volvi� a mostrar que a las
12 hrs. de incubaci�n la marca en las c�lulas era muy leve. En cambio, a las 24 y 48 hrs. la
inmunorreactividad era intensa y sin presencia de precipitado. Se consider� �ptimo la
incubaci�n durante 24 hrs y no a 48 hrs para resguardarnos de la posible contaminaci�n y
deshidrataci�n de la muestra, lo cual posiblemente nos llevar�a a la formaci�n de precipitados.
Por esta raz�n, en la Tabla 7, se destac� con l�nea roja las condiciones escogidas para este
anticuerpo.

5.2.2. Estandarizaci�n del tiempo de incubaci�n del segundo anticuerpo y del complejo
estreptoavidina-peroxidasa.

La incubaci�n se realiz� en c�mara h�meda a temperatura ambiente, se probaron tres
tiempos, 10 minutos, 30 minutos y 1 hora.

El tiempo para estas incubaciones no produjo variaci�n en los resultados, ya que no se
observaron diferencias en el marcado de las c�lulas. El tiempo que se us� fue el propuesto en
el kit de determinaci�n, 10 minutos para cada incubaci�n.

5.3. INMUNOCITOQU�MICA UTILIZANDO LA T�CNICA DEL MARCADO DE
LA ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA (LSAB).

Utilizando las condiciones de inmunocitoqu�mica �ptimas previamente estandarizadas
(Tabla 6 y 7), se observaron las siguientes subpoblaciones de linfocitos T y linfocitos B.

5.3.1. Marcado de los linfocitos T y sus subpoblaciones.
a) anticuerpo anti-CD3: Este anticuerpo est� dirigido contra las mol�culas CD3

presentes en la membrana plasm�tica de todos los linfocitos T, con lo que se identific� la
poblaci�n total de linfocitos T.

La inmunorreacci�n en los linfocitos T se ve en su gran mayor�a de color rojo intenso
(Fig. 3), en la cual puede observarse que la tinci�n es homog�nea, la intensidad del color en
algunos casos vari� desde un rojo fuerte a un rojo suave, como puede observarse en las
Figuras 4 y 5. Las c�lulas inmunonegativas fueron apenas perceptibles al microscopio.
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Fig. 3. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares de
bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD3 en una diluci�n de
1:100 y revelada con AEC. Se muestran linfocitos T CD3+

inmunorreactivos (Flechas) y c�lulas inmunonegativas (Puntas de
flechas) (500x).

4 5

Figs. 4-5. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares
de bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD3 en una diluci�n
de 1:100 y revelada con AEC. Fig. 4. Se muestran c�lulas
fuertemente inmunorreactivas de un color rojo intenso (RI) y c�lulas
inmunorreactivas de color rojo palido (RP) (2000x). Fig. 5. Detalle
de c�lula inmunopositiva (P) y c�lula inmunonegativa (N) (2000x).

P
N

RI
RP
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b) Anticuerpo anti-CD4: Este anticuerpo reacciona espec�ficamente con las mol�culas
de superficie CD4, que son caracter�sticas de las subpoblaciones de linfocitos T helper y
linfocitos T de hipersensibilidad retardada. El an�lisis inmunocitoqu�mico muestra a las
c�lulas positivas de color rojo homog�neo pero de menor intensidad que las anteriores (Fig.
6). Se observan c�lulas inmunonegativas en las Figuras 7 y 8.

c) Anticuerpo anti-CD8: Los linfocitos T citot�xicos y supresores presentan en su
superficie la mol�cula CD8, el primer anticuerpo usado en este caso se unir� espec�ficamente
a esta mol�cula de superficie. La inmunorreacci�n tambi�n se observ� de color rojo, los
linfocitos mostraron una coloraci�n bastante tenue (Fig 9). Se destaca la homogeneidad del
marcado al igual que en los casos anteriores (Figs. 10 y 11).

d) Anticuerpo anti-gd: Este anticuerpo va dirigido contra la mol�cula “A” que est�
principalmente en los linfocitos T. El patr�n de inmunorreactividad fue variado para este tipo
de marcador, observ�ndose la presencia de c�lulas de color rojo p�lido (Fig. 12), c�lulas rojas
con presencia de gr�nulos gruesos ubicados en el contorno celular (Figs. 12 y 13), en cambio
otras c�lulas presentaron gr�nulos muy peque�os tambi�n ubicados en el contorno celular
(Fig. 12). Un tercer tipo celular se destac� por presentar una tinci�n fuertemente roja y
homog�nea (Fig. 14) y por �ltimo un diferente marcado celular que destaca la presencia de
gr�nulos gruesos distribuidos principalmente en el centro de la c�lula (Fig. 15). Dada esta
gran variedad de inmunorreacci�n se realiz� una prueba control adicional usando un primer
anticuerpo de igual isotipo pero de especificidad no relacionada, para demostrar que la
inmunorreactividad es espec�fica para este tipo de anticuerpo (comparar Fig. 16 con Fig. 17).
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6
Fig. 6. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares de
bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD4 en una diluci�n de
1:100 y revelada con AEC. Se muestran linfocitos T CD4+

inmunorreactivos (Flechas) y c�lulas inmunonegativas (Puntas de
flechas) (500x).

7 8

Figs. 7-8. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares
de bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD4 en una diluci�n
de 1:100 y revelada con AEC. Se muestran c�lulas inmunopositivas
(P) y c�lulas inmunonegativas (N) (2000x).

P P
N

N
N
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9

Fig. 9. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares de
bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD8 en una diluci�n de
1:50 y revelada con AEC. Se muestran linfocitos T CD8+

fuertemente inmunorreactivos (Flechas) y c�lulas inmunorreactivas
mas d�biles (Puntas de flechas), tambi�n c�lulas inmunonegativas
(Flechas delgadas) (500x).

10 11
Figs. 10-11. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas mononucleares
de bovino, usando como primer anticuerpo anti-CD8 en una diluci�n
de 1:50 y revelada con AEC. Se muestran c�lulas inmunopositivas
(P) y c�lulas inmunonegativas (N) (2000x). Fig. 11. Detalle de una
c�lula fuertemente inmunorreactiva (Flecha) y d�bilmente
inmunorreactiva (Punta de flecha) (2000x).

P

N N
N
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12 13

N
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14 15

Figs. 12-15. Detalle de linfocitos T gd+ y c�lulas negativas (N). Figs. 12-13. Se
muestran c�lulas inmunopositivas color rojo p�lido (RP), c�lulas rojas con gr�nulos
gruesos en su contorno (Flechas) y c�lulas con gr�nulos peque�os en su contorno
(Flechas delgadas) (2000x). Figs. 14-15. Se muestra c�lula inmunopositiva rojo
intenso (RI) y rojo p�lido (RP), adem�s c�lulas inmunonegativas (N) y detalle de
c�lula inmunopositiva con gr�nulos gruesos en el centro (Puntas de flechas) (2000x).

N N

RP

RI
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Figs. 16-17. Inmunocitoqu�mica de aislado de c�lulas
mononucleares de bovino.    Fig. 16. Se us� como primer
anticuerpo anti-gd en una diluci�n de 1:100 y revelado con AEC. Se
muestran c� lulas inmunopositivas (Flechas) y c� lulas
inmunonegativas (Puntas de flechas) (500x). Fig. 17. Se us� un
primer anticuerpo de igual isotipo pero de especificidad no
relacionada en una diluci�n de 1:100 y revelado con AEC. Se
destaca la inexistencia de reacci�n inespec�fica (800x).
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