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Objetivo,· Establecer la metodologia necesaria para medir 
respuestas policlonales y respuestas ant!p.eno 
específicas de linfocitos B humanos in vitro. 



DITRODUCCION 

Ei1 In respuesta inmune participa una compleja serie de in­
::cr:H:cio.ncs humorales y celulares, tendientes a mantener la in· 

tegridnd de los individuos a trav:s del reconocimiento de lo 
• 1propio 11 r lo "no propio". (1) 

Una de lns células fundamentales que constituyen al siste­
mn inmune es el linfocito. Existen varias poblaciones de lin­
focitos, cada una con diversas funciones. Entre ellas se pue-­
den distinguir dos poblaciones principales los linfocitos T y 

los linfocitos B. (2) 

Los linfocitos B provienen de cdlulas germinales hematopo­
yéticas, las cuales a su vez dan origen a los distintos tipos -
de células sanguíneas, teniendo las células hematopoyéticas la 
capacidad de proliferar extensamente, asegurando la producción 
de c~lulas mis diferenciadas y renovandose estas constantemen­
te. (3) 

Se sabe que en las aves el sitio de generación y diferen-­
ciación de estas células se efectúa en la bolsa de Fabricio. Al 
no existir tal Órgano en los mamíferos se han propuesto otros ·Ír, 
!!~nos que cumplan con dicha función y aparentemente las células 
B son generadas principalmente en los Órganos de hematopoyésis­
como son el hígado fetal durante la cmbriogcnesis y la me&ula ~ 
sea en la vida adulta. (~ ,5,6) 

Las células pluripotenciales se diferencian a células preB 
aunque aún no se sabe si existe un tipo de célula intermediaria 

.. la c.ual no sintetiza inmunoglobulina (Ig). (3,6,7) Las célu-­
las pre-8 se caracterizan por su grart variedad en tamafios, don­
de solo las ma::: grandPs se están di\•idicndo. pero la caracte 

rfsrica más im1rnrtantc es aue sintcti::rn cadenas pesadas TT1ll que 
se encuentran fundamentalmente en el citoplasma. (.J,6,8) 

En este estadio existe poca o 11aJa de inmunoglobulina de -

superficie (Igs); en éste Último punto existen discrepancias ex 
pcrimcntales, por lo que se dice que la disminucio'n de Igs se~ 
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debiera tal vez a qu~ estas desaparecen mas riipidamente que en 
l;s i:Úul~s-m;d~;as: (6) .. . . · 

L~s;~éÚfias>pre-B se han detectado en médÚla osea y bazo 
feta_l._. En el· a·dulto estas cHulas se· localizan en medula osea 

pero llº·~~ h~n detectado en 'ganglio linUtico, bazo o timo. 

(9. 10) 

·La clilu_la :pre-B. posteriormente pasa a una fase de calula 
B inmadúra. ·Este es.el primer linfocito que tiene lgs, a dif~ 
rencia de las células B adultas, éstas solo expresan una clase_ · 
de inmuriÓg"lóbulina que es la Ig~I mientras que las adultas tie­
nen miis:~e una clase de inmunoglobulina. (6) 

~!!!dula Osea 

rolife_raci6n ---- - - - ~-> 1 ~--------:-- '!ad .. ur. ~c. i.611_. -. -. -1··· 

I .~ - ~~ @·-::----=::=~@ ~~@.~.®_J 
germinal células Pre-B B iranaduro ··-· • prim. ª __ rio -
Célula Progenitoras Linfocito j Linfocito 

grandes transitorias l ·. 1 _ 
'!arcado res 4 
lg'1s + ++ 

Ig'!c +/-

Arz. Ia + ++ 

RFc + ++ 
RC + 

Ign + 

Figura 1.- Esquematiza un diagrama de maduración de linfocitos 
B propllesto por Osmond. (ref. 11) 

Los linfocitos B inmaduros dejan la médula osea para mi­
grar al bazo y otros órganos linfoides secundarios y conienzRn 
a expresar moléulas marcadoras, como el receptor para el frag­
mento Fe de la lg G y receptores para complemento y otrns nole-



cu las como los aÍl dgeno~ - la; se in'crementa la densidad de IF>fs 

además de aparecer en densidad ',b?ja, o -m.,diana la IgD. Estos -

estados tardíos de inaduración paréc1m s_.,r independientes de las 

inflúencias ambientales:de_l ba::o o.la médula osea, porque pue­

den suceder in vitro. 
Los linfocitos B inmaduros tienen una gran cantidad de I¡is, 

pi·esentan receptor para el fragmento Fe (RFc) pero carecen 'de 

receptor para complemento (RC); en cambio los linfocitos B ni.­

maduros son células con menor cantidad de Igs, presentan RFc , 

RC y antfgeno la. (~) 

Esta poblacion celular ya madura no es tan homogénea como 

·se pensaba anteriormente. 
Varios estudios hechos en ratón han permitido obsen·ar qtrc· 

existe vnriación en las características de la sunerfíc±c celu­
lar, en el tamaño, en los marcadores ~ntigé'nicos, en la I~~ y 
en la especlalizaci6n funcional de las c•lulas B, sugiriendo -
todo ello la existencia de subpoblaciones de células B.(3) 

Otros marcadores empleados para clasificar y estudiar la 
Onto~enia de los linfocitos B son los antígenos Lyb y los nntí 
genes In. Rcs~ecto a los ant{~cnos Lyb existe un antí~eno Lyb 

1 que es una cadena polipept {di ca CX!"JfC sada so 1 o en 1 in foc i tos B, 2.. 
parece cnmuch3s c6lulas µre-B, en todos los estadios de desa~~ 
rrollo de B, pero no c11 ccilulas plasmaticas. Existen otros a~ 
tigcnos co~o los Lvb 3.5 v 7 auc narccen distin~uir subpobla-· 
cienes de B (12). Estos marcadores se encuentran en baja con­
centración en rntoncs CBA/:'-:. auc son ratones con un defecto i!1 
mune li~ndo nl cromosoma X que parece nsociarse a la carencia 
de linfocitos B maduros . (12,13). El •ntfgcno Lyb-3 se encu­

entra en células de ba:o pero no en c~lulas de médula osca y ~ 

parece tardiamente en la Ontogenia. El antigcno Lyb-5 oarece 

marcar una subpoblación de c6Julas R maduras con RC (+) e inm~ 

noglcbulina(+). El Lyb-7 •> un componero'e de Lyb-5 y esta ?r~ 

C'entc en células B maduras. (12) 



El antigeno la que esta presente en todas las ci!lulas del sistema in-

111.me aparecen en baja concentración en las ci!lulas B fetales aumentando el 

nivel en pocas semanas. Sin crnbar?,o, no aparece en las células pre-B. (12) 

Asi como los marcadores de superficie, proporcionan un medio para ca­

racterizar subpcblacicres de células B; tambien se han empleado criterios 

funcionales para tales fines estudiando la res¡>.1esta de ci!lulas B hacia di­

versos ant'i.genos. (3) 

Los ant'i.genos se clasifican en los que necesitan cooperación de linfo­

citos T a los cuales ll;imamcs antígenos tirnodependientes (m) y los que no 

necesitan de este tipo de coor-eraci6n celular para la síntesis de anticuer­

pos a los cuales llamamos antígenos timoindependientcs (TI); ej011plo de e~ 

tos ultimes son la flagelina polimerizada (WP), polisacaridos capsulares 
de neumococo, DNP-Lys-Ficoll. (12,13,14, 15,16,17) 

Se ha establecido que los antígenos TD inducen la sintesis de todas las 

clases de inmuno~lobulinas mientras que los ant1genos TI solo estil'lUlan la 

sin tesis de lg'I con poca produccien de IgG, (13, 16) Esto parece deberse a 

que la cooperación necesaria de los antígenos TD promueven el rcarreglo de 

los genes de inmunoglobulina, fenomeno que no se da en la resJ>Jesta a los 

antígenos TI. (13) 

Un antígeno T1 t ier.de a ser una molecula grande, polimerica, con alta 

densidad de epitopes ideaticos y con las caracteristicas señaladas en la ta 

bla 1.(13) 

--Alto peso molecular, multiples detenninantes antfgenicos repcti 

dos. 

--~ches son carbohidratos, canpc.r.enetes de la pared celular o 
capsula bacteriana. 

- -Lentamente metabolizados. 

--Inducen tolerancia en dosis grandes o en forma soluble. 

---Algunos son mitogenicos o activadores policlonales de c6lulas B 
--Algunos activan la via alterna del canplcrncnto, 

--Generan lg'I y roca lgG. 

--Generan poca o ninguna célula B Je memoria. 

--Generan anticuerpos homogrneos con secuencias v11 iguales. 

Tabla 1. - Propiedades de losa antlgenos Timoindependicntes. 



Los nntigenos TI se dividen en dos clases de acuerdo a su 
habilidad para estimular la respuesta inmune en ratones CBA/N. 
Aqúcl la"s ant igenos TI que pueden inducir una respuesta en rat~ 
nes CBA/N son los antlgenos TI clase 1 (TI-1), los cuales tam­
b_ien activan las células B neonatales, mientras oue los que son 

_incapaces de estimular las células B de los ratones CBA/N son 
los ant1genos TI clase Z (Tl-Z) y que por lo tanto solo acti­
van ~élulas maduras. (12,13) 

Los anti~enos TD se clasifican de la misma forma. (1 Z) 
Por otrc lado les antígenos TI y TD han permitido el es­

tudio de la heterogeneidad poblacional en ensayos de inducci6n 
de tolerancia, la ual tambien se realciona con los estadios 
de maduraci6n de linfocitos B. Se ha demostrado que cuando se 
exponenen antígenos TD a células de neonatos o de meclul• ~sea 

estcs se hacen mas facjlmentc tolerantes al nnti~cno que las 

células adultas o maduras. Los antigenos TI al parecer generan 
tolerancia en celulas B indistintamente de su fase de maduracion 
aunque no todos los antígenos de C!tc grur-o rruestran la misma 
capacidad para inducir la tolerancia. (1Z) Se ha relacionado 
la tolerancia con la !~ Ds ya que al eliminar este anticuerpo 
)' en dlulas B maduras (carentes naturalmente de lgDs) se fa­
cilita la toleragenización, en tanto que las c61ulas que manti~ 

nen IgD son mas resistentes a la inducción de tolerancia. (4 ,6, 
7. 1 2) 

Otro parametro que permite ver lo heterogeneidad de las c~ 
lulas B, es la respuesta a los activadores policlonalcs, vien­
do como algunas cllulas no responden a estos y otros si lo ha­
cen. Existen m~ct.os mitogenos los cuales activan a varias el~ 

nas de linfocitos B, sin importar la especificidad de sus inm~ 
noglobulinas de superficie, y entre ellas se encuentran el li­
popolisacnrido (LPS), la lipoproteina de la mcmebrana externa 
de ~scheu~~i!!_!:.9Ii_ (LP), el sl'lfato de Dextran (DxS), el pol_i_ 
sacarido de Nocardia, la lectina de fitolaca americana(Pokcwced) 
Y Corinobactcrium narvum. La TCSJlUesta policlonal n mitogenos 



aparece tempranamente en la Onto¡:énia de B, excepto contra ln 
lipoproteina que aparece mas tardiamente, aunque en ratones 
CBA/N se ha visto que no hay respuesta para LPS ni ~ocardia. 
Ademas se ha observado que estos mitogenos no estimulan nl total 
de las células B de bazo, aunque en esto también existen mu­
chas discrepancias experimentales, (lZ) 

Como puede verse el desarrollo de células B es una serie 
compleja de diferenciaci6n celular y eventos de maduraci6n, ca­
da estadio de diferenciación tiene características funcionales 
especificas asi como tambien marcadores de superficie específi 
cos, habiendo subpoblaciones de células B las cuales represe~ 
tan linajes separados de linfocitos B; cada linaje entonces de­
riva de una serie de pasos de maduración, 

Para la activación del linfocito B el evento incial es la 
union del antígeno con el receptor especifico sDbre la superfi­
cie celular, el cual es una Ig~I o lgD. (4 ,5) 

Los linfocitos B una vez estimulados sufren una transform! 
ción a células blastoides, llamados asi por su apariencia mor­
fologica de células hematopoyeticas inmaduras, Al termino de e;: 
ta los linfocitos pueden continuar difcrenciandose hasta llc?ar 
a la etapa de cllula plasmatica la cual tiene un retículo cnd~ 
plasmico rugoso muy desarrollado entre el cual se locali:an mi­
tocondrias. Las células en esta fnse se encuentran sintetizan­
do enormes cantidades de inmunoglobulina. (4) Se han encontra­
do diferentes tipos de inmunoglobulina en el desarrollo de las 
células B pareciendo haber un orden de aparicio'n: de una c€1nb 
B inmadura con una especificidas (V:¡ y VL) definida se 
células que expresan la misma especificidad (la misma 
variable) pero en asociación con difer~ntes clases de 
pesadas. (18) 

derivan 
region 

cadenas 



Figura Z.- En esta figura se observa que de la c6lula B inmadu­
ra derivan sub lineas independientes, cada una encargada de la si!!_ 
tesis y secresion de un isotipo definido, el cual se expresa 
en la mcmlrana ademas de la !g)I. Asi las células con lg)ls IgGs 
e IgMs JgAs se diferenciaron a células plasmaticas secretoras 
de IgG e lgA respectivamente. Existe una etapa intermedia en 
la cual se adquiere IgD como un receptor de superficie celular 
para el antigeno. Este mismo proceso ocurre en ratones atimi -

cos mantenidos en un ambiente libre de germcnes lo que sugiere 
que es independiente de la influencia del timo y de la estimul!!_ 
ci6n antigcnica. Se ha visto que cuando se interacciona con el 
antigcno hay una perdida de la lgDs, mas tarde la l~Ms tambien 
se pierde, esto presuw.itleracntc como uan funcion del número de 
divisiones celulares. (6). 



Se sabe que la activación inicial de células S en reposo 
puede realiiarse por el entrecruzamiento de las inmunoglobuli 
nas. (3,4,19,20) seguida por la proliferaci&n en respuesta a 
fa.ctores de diferenciación y crecimiento derivados de células 
T .Y células accesorias para despues diferenciarse, (5 ,6, 19 ,20 

21) De esta manera, se requieren por lo menos dos señales, -
una proporcionada por la union del antígeno especifico, lleva~ 

·do a la proliferación de células B y la otra señal dada por 
la union no especifica del antígeno (factores de crecimiento, 
etc),(13,14,22) 

Otra hipotesis sugiere que la sintesis de inmuno~lobuli, 
na es activada por una sefial proporcionada por algunas porcio­
nes mitogenicas de los antígenos TI y ademas se dice que la 
union de los determinantes antigenicos con la Inmunoglobulina 
de superficie sirve solamente para concentrar al antigeno o mi 
togeno. Un tercer concepto suqiere que los antígenos TI ti~ 

nen estructuras similares y la presentaci6n de sus de 
terminantes antigenicos activa receptores específicos lo cual 

lleva a una eficiente activación celular. (14) 
La existencia de un ~ran número de estados de maduracio'n 

que se encuentran presentes o disponibles dentro de la pobla-­
ciÓn de linfocitos B, enfatiza la necesidad de entender media~ 
te ensayos funcionales, cual es la fisiolo~{a de una población 

de linfocitos B. Los estudios realizados l1astn el momento ac­
tual, han sido principalmente en el sistema murino, si bien hay 

similitudes con los humanos, hay diferencias marcadas en cuan­
to a requerimientos de linfocinns, respuesta a mitog~nos y di­
ferencias en cuanto a la obtención de células B de los distin· 
tos sitios anatomices. (20,22,23, 24, 28,29) 

Lo anterior muestra la importancia de establecer condici~ 
nes en el sistema humano, de la caracterizacio'n fisiolo~íca de 
los linfocitos B. 



~IATERIALES Y ~IETODOS 

1.- LINFOCITOS TOTALES 
Se extr3jo san?,re periferica de indiv.iduos sanos, a la cual 

se le adicionó heparina (1000u/ml, Sigma Chem,. Co, St, Louis 

~lo.). Esta sangre se centrifu¡!Ó sobre :Picoll-H~·paque (F-H con 

una densidad de 1.077:':_ 0,001 g/ml) a 230 g por 30 minutos a tef! 

peratura ambiente, despues de este tiempo las células de la in­

terfase, entre el plasma y el F-H, se lavaron con solución de 

Alsever por centrifugación a 130 p, durante 7 minutos, este pr2 

cedimiento se repitio hasta obtener el sobrenadante claro, esto 
se hace con la finalidad de eliminar las plaquetas. 

Se reali:o por ultimo un lavado con solución salina nmorti 
guada (SSA) a 230 g durante 10 minutos y se procedió a contar -

con Azul tripano (la viabilidad celular fue del 951) y a ajustar 

la concentración de células a 1 x 1 o7 celulas/ml en medio RP)f[ 

16~0 (Gibco, Laboratories, Grand Island N, Y. )' Sigma Chcm. Co. St. 

Louis No.) suplementado con aminoacidos esenciales y 101 de su! 

ro fetal de ternera (In Vitre, Hcxico) y adicionado con 100ul/ml 

de penicilina y 100 microgramos/ml de estreptomicina finalmente 

se ajustó el pli a 7 con 1.5 mg/ml de Bicarbonato de sodio. 

Las cilulas se sembraron en cajas de microcultivo de 96 P2 

zas de fondo concavo (Nunclon Ca. Dinamarca)). Se toP1aron 50A13 

(microlitros) de la suspensión celular conteniendo 5 x 10 5 en 

cada pozo, a las cuales se les agre~; el antI~cno o mitogeno y 

el volumen total se ajusto a 200..u/ por po:u con medio de cul ti_ 

vo. Cada prueba se realiz¿ por triplicado. 

Los reactivos usados para activar las cclulas fueron: 

Antígenos o Mitogenos 

1) Pokc1rned (PI~!), lectina de 

fitolaca americana (Sigma Chem. 

Co. St. Louis Mo.) 

Concentrac iÓn ( Al:J /pozo) 

0.0005, 0.0025, 0.005, 

0.015, 0,025, o.os, 0.12ó 

0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0. 

2. 5. 12. 5 



Ant!gcnoso Mitogenos 

1) 

z) collcana;a ~ ~lla ;;_ · .··• ·· 
(Sigma Chem .· Co .; St; 
Mo.) 

3) Salmonellri 
polisacai'ídoJ. Depah~mento. 
de Inmunologia. E~N.C{B; 
I.P.N. . . 

4) DNP-Lys_Ficoll. 56 moles 
de DNP por 1 de Ficoll. De­
partamento de Inmunologia. 
E.N.C.B. I.P.N. 

5) PPD {derivado proteico -
purificado). Serum lnstitute 
Copenagc, Dinamarca. 
SO OOOUT/ml = lmg/ml 

6) Sulfato de Dextran (Sig­
ma Chcm. Co. St. Louis ~lo.) 

7) Nocardia (Lipopolisnca­
rido). Departamento de lnmu 
nologia. E.N.C.B. I.P.N. 

8) Sulfato de protamina 
(Sigma Chem. Co. St. Louis 
)lú.) 

9) Brucella abortus 
I.S.E.T: , S.S. 

10 

Concentrac ion (.l!J/poto) 

1 o, 

o,oO{,:o:oóZ;· o;oo4, · 
0.006; oJíos, 0,01, 
o. 02 /o :t. º.s. , . o, 
2;s, s;o 
o;·z, 
3.o •. 

o. 1 ' o . i; 0}3 •. o . 4' 
o.6; o;s.~1~)o;hS, z.o 

0.1 0 o .• z. ~:.3·, o.4, 
0.6;. O;f, r;o;1,;s, Z.O 

-·::·:_:,.· 
-C-o--c7'~~-

o .. 1 i o~); o'.3; o. 4¡ 
o;6'; o.'s; fr.o,'.í.s, .z .. o 

''. ·.·;\: :_.:·~~f:'- /\:·.·· . '.' ' 

o:z.s; x: a·, :1 .zs, .·2, s, 
3.0, S;O, 10;0; 20,0 



Antígenas o ~lftagenas Canee.o tradt5n (~~/poi o) 

10) Eschedch_i¡¡ ccili 0 (Lipo- Z.O, 4.IJ, .6.0; s; 
polisaé:arldo)E.N.C.B.,l,P.N., 20,0; 3.o.o., 40;0.· 

PÓst~rl~~\R:Jte j~ <:61ac~ron las placas de mtcl~culi~véi en• 

una estufa a (fr•c c~at~r~tla con 90\ d~ humedad y 5\ de COz 

2. - PRE~~k¿rh~ ;E ERITROCITOS DE CARNERO (GRC) PARA ROSETA.s 

;\ET •. · 

. Se lavaron GRC tres veces con Alsever a 230 G durante 10 
minutos, ·eli~inando la capa de células blancas. El paquete de 

GRC lavados se mezcló en una proporción de un valumen de GRC -

con cuatro volumenes de una solución de AET(2-aminoetil-isoti~ 

ronio, Sigma Chem. Ca. St. Louis ~lo.) 0.143 ~I (O.S gen 12,5 

ml de a1ua bidestilada) ajustada a un pH de 9.0 con NaOH 10 ~ 

y filtrada en membrana milipore de 0.22.A¡. Esta solucit5n se 

preparó al momento de usarse. 
La mezcla se incuba a 37 • C durante 1 S minutos, Posterior_ 

mente los eritrocitos se lavaron exhaustivamente hasta tener -
un sobrenadante claro y se ajustaron al 1 \ en SSA. 

3. - ROSETAS AET. 

Las células mononuclcares obtenidas como se describía an­

teriormente se ajustaron a 4 x 10 6 celulas /ml, y se mezclaron 
volumen a volumen con la suspensit5n de GRC tratados con AF.T. 

La mezcla se incubo' a 37'C durante 15 minutos despues de lo cual 

se ccntrifug¿ a 50 g durante 3 minutos y finalmente se dcjd en 
reposo a ~·e por una hora. 

Pnra contar las c~lulas formadoras de rosetas se resuspen 
diÓ el botan agitando muy suavemente. Se coloco una gota del; 

suspensión entre porta y cubreobjetos, fijando la prc-paraciÓP 

can parnfina, la cual se coloca en los bordes del cubreobjetos. 

11 



se cuentan cuando menos 200 linfocitos de los cuales se calcu· 

la ef porcentaje de rosetas. 
Aquellas células con morfología tipica de linfoci·tos y que 

prese_ntan . 3 o mas eritrocitos pegados a su superficie, se CO!!_ 
sider.án ro~et.is; célula_s con las- mismas caracteristicas pero 

sin eritrocitos adheridos se consideran linfocitos libres. 

4.· LINFOCITOS s: 
·una vez que se contaron las rosetas se procedio a centri· 

fugar sobre F·H a 230 g durante 30 minutos a temperatura mnbic!!_ 

te. Esto hace que las rosetas TAET se vayan al fondo junto · 
¿oi lo~·erit~ocitos y los linfocitos no formadores de rosetas 

quedan· en la interfase. 

Posteriormente se procedi¿ a aspirar la ca~a de cllulas • 

que no formaron rosetas y se lavaron 3 veces con SSA a 230 g du 

rante 10 minutos. Las ce'lulas lavadas se ajustaron a 1 x 107-

celulas/ml. Se canto' con cristal violeta y se obsen·o' la via· 

bilidad con Azul tripano. 
Estas c6lulas se sembraron en placas de fondo concavo, t~ 

mando so.«I de la suspensi¿n celular, tomando la sustancia que 

me va a activar en el volumen que deseamos y ajustando a 200 

microlitros el volumen total. Inmediatamente se colee; la pl! 

ca en la estufa de co2 con las condiciones anteriormente m•n· 

clonadas. 

5.- COSECHA DE LAS CELULAS. 

Las placas con los cultivos celulares se pulsaron con ti­

midina tritiada a las 72 horas. La timidina se dejo durante 6 

horas. Transcurrido este tiempo se as pi ro el sobrenadante con 

una pipeta pasteur teniendo cuidado de no arrastrar las cd!u· 
las. Cada pozo se la\•o' 3 veces con soluc io'n salina O, ssi, 
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Inmediatamente· despues las células se re suspendieron en la 

solucio'n saliná y se colocaron en papel filtro Whatman número 

3, dcjandolos se'car. Los papeles se trataron con ácido tricl9. 
acetico nl 10~ (Merck Co.) fria para precipitar los ácidos n;!_ 

clcicos, posteriormente se pasaron por PBS pH 7.2, para lavar 

el exceso de ácido tricloroacetico y se pasan por metanol abs9. 

luto para fijar los ácidos nucleicos, por ultimo se tratan con 
cloroformo para secar los papeles y proceder a la cuenta de ma! 

ca radioactiva. 
Se prepar¿ el liquido de centelleo de la siguiente mooera: 

1. 14 g de POPOP (1 ,4 bis (2-4 metil-5 feniloxazoilo) benzeno , 
Amersham y Searle) mas 15, 1 g de PPO (Z-5 difeniloxazol,Ame! 

sham y Searle) disueltos en 3,78 litros de tolueno, se mezcla­

ron ·bien y se filtró. 
El papel filtro se coloco con la cara que recibía .las cÍ!~ 

lttlns, hacia arriba en viales de 10. ml y se lc:l agregáron',5 ml 

de liquido de centelleo. Despues se introdujeron e'ri' un canta"· 
dar de centelleo Beckman LS 3801, 

Para calcÜlar ril indice mitogenico (I.M.) se ~sd·1a· sic 

guiente formula 

I.M. 

6. - ELISA . 

ié dpm de las células mas la sustancia ·activad6ra· 

. ¡¡ dpm de las células testigo 

.. Algunas placas de microcultivo se dejaron de 5 a 6 días en la estu 
fa·;¡~· COz ~~·ra des pues tomar los sobrenadan tes de cada pozo, y 
determinar los anticuerpos por el inmunoensayo enzimatico(ELI­
SA). (7, 25) 

Inicialmente se titulo el conjugado peroxidasa-anti-inmuno­

globulina--humana obtenidas en cabra (Sigma Chcm. Co, St. Louis 

~lo.). Para esto los pozos de las placas de ELISA (iRmunolon -

II Oinatech Lab.) fueron cubiertas con gama globulina de borre­
go anti-inmunoglobulinas-humanas (Instituto de Higiene S.S.) a 
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una concentración Je.W.m~ de proteína/rol diluidos en amorti~u!!_ 
dor de boratos pH 9.0 para tener una concentración de 20.11q/p~ 
zo en un volumen de 1 00 .uf., otra serie de pozos se forraron con 
gama globulina humaria (E.N.C.B., ·r.P.N., Departamento de Inm~ 

nologia) 10 ~/pozo en un volumende 100 .Id', una tercer serie 
se forr¿ con medio diluido· 1 :2 en boratos y la ultima serie 
se dejo solo con ·e1 amortiguador de boratos. Esto se realizo' -

por duplicado. 
Despues se incubaron las placas toda la noche a 4"C, des­

pues estas fueron lavadas 3 veces con PBS conteniendo O.OS~ de 
Tween 20 (PBS-T), y se bloquearon con una solución de leche 
Sveltes al 2\ por una hora a 37"C. Las placas se lavaron 3 V! 
ces con PBS-T y se les agregó 100.../ del conjugado en las si-­
guientes diluciones 1 :1000, 1 :2000, 1 :4000, 1 :8000 y 1 :16 000 
poniendo despues a incubar 1 hora a 37'C. Luego de este tiem­
po se volvió a lavar 3 veces y se le agrego' 1 OO.kf del sustrato 
(ácido citrico O.lM, 24.3ml, fosfato de sodio dibasico anhidro 
O. 2 M, 25. 7 ml, 50 ml de agua bidestilada, 40 mg de ortofeni-­
lendiamino y 40ddc agua oxigenada al 30 \). Se dejo la pla­
ca en la oscuridad durante 30 minutos, y despues se paro la 
reacción afiadiendo una gota de leido sulfurico S N a cada po­
zo. Se procedió a leer el color de los po:os en un lector de 
ELISA Ninireader 11, Dinatech Lab, con un filtro de 490 nm. 

Una vez determinado el titulo del conjugado se estudiaron 
los sobrenadantes de los cultivos celulares para determinar la 

-presencia de inmunoglobulinas humanas. 

Para ello, los pozos se recubrieron con 20 -"'.f/po:o (100~ 
de suero anti-inmunoglobulinas en amortiguador de boratos pH 
9.0. 
de 

Otros pozos se recubrieron con zo,.; por pozo de DSP-BSA o 
acido sulfanilico-BSA. Como testigos se utilizaron pozos 

incubados solo con regulador de boratos y otros po:os recubicr 

tos con.a11ti-inmunoglobulina a los que no se les agrego' el s~ 

brenadante (testigo del sobranadante). 
Despues de bloquear los pozos se les agrego a cada uno 100 
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r.iicrolitros del sobrcnadantc coi:respondien_te; except'o alas· te~ 
tigos de anticuerpo¡ .Y s~.· iÜcu~o·, 1 .hora··~ .37•.c~ Ltiego:·~-~e i-·es ! 
grcgo 3 todos los.pozos el conjugado )'él sústratci có~o ya>_se in 
dice n11teriormcnt~. 

,\ las lcctur3s obtenidas se les resto' la lectura obtenida -
del testigo del sobrcnadante córrespondiCnte. 

Densidad Opticaproblema- Densidad Opticatcstigoº D. O. corregida 

Tambien se realizo en ELISA una curva de calibraci6n con 
gama-globulinn-humnna. (las diluciones de l~ gama-globulina-hu 
mana se hicieron en medio de cultivo), 

Con esta graf ica se interpolan los valores medios de las 
lecturas de cada sobrenadante para conocer su concentraci&n de 
gnma-globulina correspondiente. 
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RESULTADOS 

Se puede observar en la tabla 1 y grafica 1 que no har c"!!! 
bÍ.os ni det,indice mitogenié:o como tampoco en las desintegraci~ 
nes por m.inuto (dpm), y puede decirse que se mantienen casi • 
cónstant.es los valores, lo cual indica que las variaciones en 
conceniracicínesno eran lo suficientemente grandes para maní·· 
f~starsi en el nivel de activación. 

Es dCcir, que cualquier canccntracioñ que se use entre 
0.5 .Uj y 2,0 ,,I/:¡ de Poke1<eed (Pll'.\I) por pozo se 1·a a promover 
1~ ful~mi-estimulaci6n celular. 

En el segundo grupo de individuos se probaron concentra·· 
ciones mas bajas encontrnndose que a concentraciones de 0.0005 
microgramos por pozo hay una gran proliferacidn y esta va au·· 
mentando hasta llegar a la concentración en que ya no hayc:11J! 
bias para que al final a una concentración de 1z.s~! por rozo 
declina la proliferación, viendose que el rango adecuado para 
tener una buena proliferación se encuentra entre 0.005 ,119 
0.25.qj por pozo. 

En la tabla y grafica l se observa que si hay prolifera·· 
ción de las c¿lulas con sulfato de dextran aunque esta es me·­
nor que la que se observa con Ph')I vicn<losc una maxima activn-­

ciÓn con 1. 5 _,,5 por pozo. En los individuos numero 11, 12 y 15 
casi no hay incorporac iÓn de t im id ina, viendo tamb ien que es - -

tos mismos individuos no responden cor1 Co11can~vnlinn A siendo 
que este mitogeno ya habia sido probado induciendo una buena 
respuesta con cualquier individuo sano; esto podria <lcb~rsc a 
la muerte celular y por ello no respondieron las c6lulas, 

Los datos obtenidos con PPD son muy variables y se puede 
observar que hay una cstimulaci5n, Junquc baja e11 el rango de 
0,2 y 1.0 .113 (Tabla:· grafica 3). 

En la tabla y grafica ~ se observa tambien que el indice 
mitogcnico al incubar con lipopoli~acnri<lo de Xocardia es bajo 
excepto.en el caso de los individuos nuMero 1~ y 16 que parecen 
tener una buena prolifernci6n celular, pero no se observa t111a 
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c'oñ'CentraciÓn opt im.:1 a la cual se pueden activar laS _-célultfs·-. 

Es probable qu'c aun pudiera aumentar el nivel de actiyaciÓn_a!!_ 

mentando la concentración de antígeno, 
En 111 grafica y tabla 5 con sulfato de protamina ta_mpo,c·o_ 

h:q· una buena proliferación, excepto con los. individu9_s--n~Íner9 
14 ~· 16, r tanto la incorporación como el indice mitogerÍico .se 

mantienen sin variaciones importantes a cyalquier _coni:entrctción 

usada de sulfato de protamina. 
En la grafica y tabla 6 se observa que con lipopolisaca­

rido de Escherichia coli (E.coli) otra vez los individuos 11, 

lZ y 15 como en todos los casos anteriores no responden adecu! 

damente. Tambien se observa que la proliferación es muy baja 

excepto en los individuos número 14 y 16. 

Tampoco Brucella abortus indujo una buena incorporaci6n de 

timidina, y por tanto, tampoco una proliferación, excepto en 

el i_ndividuo número 14 que tiene una buena proliferación pero 

la curva de dosis~respuesta aparece como una curva bifa sica (t~ 

bh y gráfica 7), pero como esto solo sucede en un ind ividw no 
se puede saber si realmente ese es el comportamiento que se si 
gue al activar linfocitos humanos con Brucclla. 

En la gráfica y tabla 8 se observa que en la mayoría de 

los individuos la proliferacidn inducido por lipopolisacurido_ 

de Salmonella, es baja excepto en el individuo n(1mcrol4 y en el 

individuo 16. A nesar que la incorporación es b:ija asi como la 

proliferaci6n, puede observarse que varios individuos tienen 

el mismo comportamiento al estar frente a diferentes conccntr~ 

clones de Salmonella viendo que se obtiene una mnxima respues­
ta_ entre 1-..11, y S ..1/9 par pozo; a mayores concentraciones hay_ 

una disminución muy pronunciada de la respuesta, 

En la tabla y grafica 9 no se observa variJciÓn ni en el 

indice mitogcnico ni en la incorporación de timidina; podría dE_ 

cirse que se mantienen constantes, aunque con los individuos 6 

13 r 16 si hay una incorporaci6n de timidin3 aunque muy pobre. 
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En la grifica y tabla n6mero 10 se ob1ervan las dpm de 
las células activadas con Concanavalina A. Estos cultivos se 
utilizaron como testigos en cada ocasión. 

En Ja tahla y gráfica A se observa como la proliferación e 
incorporación es muy baja, resultado esperado ya que esta pobl!!. 
ciÓn es de linfocitos B, aunque si la población fuera totalme~ 
te pura no habría nada de activación o igual al testigo, pues­
to que Ja concanavalina A es un activador de célulos T. 

En la tabla y gr~fica B solo se tienen dos resultodos con 
PWM activando a células B y en los cuales no hay variación en 
la incorporación de timidina ni en la proliferación con respe~ 
to al testigo. Este resultado corresponde a lo esperado ya que 
aunque es un activador de linfocitos B tambien activa a los !in 
focitos T. 

En la t~bla y grifica C se observa que tampoco hay varia­
ción con re-specto al testigo, por lo que probablemente no se u 
tilizÓ la concentración adecuada de PPD para inducir la estim~ 
!ación. 

Los resultados de la tabla y gr¡fica D muestran que con _ 
sulfato de dextran no hay variación ni en la incorporación de 
timidina ni en la proliferación, excepto en el individuo E que 
al parecer .conforme aumenta la concentración aumenta la proli­
feracidn aunque esta es muy discreta. 

Con DNP-Lys-Ficoll tampcco hay diferencias y la incorpor~ 
ción de radioactividad en presencia del andgeno es igual casi 
que la del testigo (tabla y gráfica E), como sucedio' en el ca­
so anterior al incubar con sulfato Je Jextran. 

En la tabla y gráfica F s~ observa que~ con Salmonella no 
existe ningtin cambio en la incorporación de radioactividad, la 
cual fue muy haja a cualquier concentración de antígeno. 

Con lipopolisacarido de E. coli solo se tienen dos resu.!_ 
tados, los cuales son contradictorios entre si (tabla y grafi-
ca G). En el individuo C conforme aumenta ln conc""ntraciÓn 

de lipopolisacarido disminuye la incorporacidn y el indice mi-
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togenico; en el individuo A sucede lo contrario aunq~e en este 
ultimo solo .se .tienen dos datos pero como solo se estudiaron _ 
las células de dos individuos la interpretación es dificil. 

La detección de anticuerpos en varios trabajos se realiza 

por la técnica de ELISA (7, Z4, 30. 31, 23) , ya que es una técni· 
ca·muy sensible que mide cantidades muy pequeñas de anticuer· 
pos; por esto se decidía utilizarla considerando que en los s~ 

· brenadantes de células estimuladas can PWM existirían anticue~ 
pos en muy baja concentración. 

Con respecto a B. abortus y sulfato de dextran se vio ~ue 
si se produjeron anticuerpos aunque solo se canta" can un dato 

Salmonella, DNP·Lys-Ficoll y PPD, tambien provocaron la 
producción de anticuerpos (inmunoglobulinas humanas totales) , 
aunque en este ultimo la cantidad de anticuerpos es mas baja. 

La concanavnlina A, aparentemente indujo en algunos casos 
la producción de gama globulina, aunque en muy bajas cancentr~ 
e iones. 

Una observación importante fue el hecho de que los anti·· 
cuerpos especificas anti·DNP y anti-ac, sulfanilico se encon·· 
traron en concentraciones mucho menores que los anticuerpos t~ 
tales, lo que sugiere una muy pobre activación antígeno espec! 
fica. 
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Tahl:o 1.- llstlmul11dd'11 de linf:iit~~· t~taléc~ J.~~ucidn ¡,~·~ fl~oiá~a ~~crl~;no .• (P~l1). 
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U.125 
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1.11 

1.5 
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Tabla 1.- Estimulación de linfocitos totales inducida por lec tina de fitolacn nmcricann (PWM) 

, CoflcentraCiÓn:. djlm 
24 25 

iC ·'I .M. dpm LM.- n. I.M. O.E.I.~!. 
micro!(ramos 

por_ pozo 

_Tcstig-o 557 557 

.11.0005 971 1, 7 1963 3.5 10·.9 7. () 

o. 0025 3795 6;8 .· 1~;6.'. 8;8 

0.005 4.278 7;G-- 7 - 14 .2 - - - 9. 7 

0.01 s 8.2 s18i ·- 9.2 7 11:1 • 12,0 

o. 025 8 15~ 7 12;2 

o.os 6.,7 17.1 i,s,9 

o. 125 4071 7;3 .. - 6 20.9. 16.1 

0.25 3824 6.8 5090 9, 1 19 10.8 11, 7 

0.5 10 s. 7 2. 7 

1.0 21 9,5 11.9 

1. 5 1<1 4 .s 2. 7 

2.0 

2. s 

12.5 1587 2.0 2092 3. 7 9.7 9,S 
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c;rafica 1.- Estimulación de linfocitos totales: inducida por lec 

tina de fitolaca americana (Pl'"IJ. Tlonado~cs 17 o! 25. 



;¡ O.E. 
l.M. l.M. 

4 3.9 4. 1 

2 1.5 o.o 

2 1.5 o.o 
2 1. J 0.2 

2 2.0 0.2 

4 4.4 3.8 

3 1. 1 0.3 
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Grafica Z.- Estimulaci¿n d~ linfocitos totales inducida con Su! 
fato de Dextran. (SDx) 



Tabla. 3. - Estimulación de linfocitos totales inducida con PPD (derivado proteico purificado). 
de M. Tuberculosis). 

7 ~ 1 12 13 14. 15 
Concentrac 1 ón dpm I.M. dpm I.M. dPíll i_,~;. _dpm: •• 1.:M. dpm l.M. dpm l.M. n I.M. O.E. I .M. 

mlcrogramos 
por pozo 

J97 Testigo 1040 205 102 
:_,o'·'.'~-~:· 

1;0 0.2 • 125[<. 1903 6.6 115 1.1 5 2.4 1.9 

0.6 ·;1293.: L5 988 2.4 85 o.a 3 1.5 0.6 

1.0 1230 6.o.·. 348' '544 >0;5 1197 3.0 127 1.2 3.2 2.4 
}f:,'. 

2.0 689 0.6 
:_,, . .,-- . 

3.0 158 .. o.i.~ 129:· 
' •-,_ 

os 2 0.6 0.3 

5.0 748 o. 7 1.34 o.~6 57• 0;2· 3 0,5 0.2 
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r.rafica 3. · Estimulacio .. n de linfocitos totales inducidas con 

PPll (dcrfrado proteico purificado de 11. tuberculosis). 



T:ibln4.- EstimulaciÓn de .. linfocitos .totales inducida con Lipopolisacarido de Nocnrdia. 

fo 
d~m. l .M. n xl.M. D.E.l.M. 

o.9 2 2.7 1. 8 

2 1.2 D.2 

2 1.4 0.2 
0.6 2 1.3 o. 1 

0.8 224 1 :o: 
1. o 194Ó 4.8 2295 1. 2 2 3.0 LB 
1. 5 2172 5.4 1. 

2.0 4440 2.4 
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Grafica 4_.- Estiriiu'iación de linfocúos tata.les. inducida ·con 

Lipopolisjcarido .de Nocardia. 



Tabla 5.-· Protamina, 

concentrac i Ón · xl.M. O.E.l.M • 

.. mlcrogramos-
por pozo 

Testigo 

0.1 2.6 2.0 

0.2 

0.4 

0.6 

o.a 
1.0 128 1.2 

1.5 - 1455 1.7 2780 7.0 48 0.4 2409 1.3 2.6 2.5 

2.0 933 1.1 103 0.6 2085 1. 1 0.9 0.2 
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Grafica 5.-' Estimul.acúín de 1.infoc.Üos totalea inducJda ·con 
Su l fo to de Protamina. 



Tabla 6. - HstjmulaciÓn lle 

coli (E. Coli) 

Concentración dpm 

mlcrogramos 
por pozo 

Testigo 

2.0 

4.0 

6.0 

a.o 
12.0 

20.0. 

30~0 

40,0 

0.6 

196 0.2 

688 1. 7 1069 0.5 

r:schcrichin 

1.9 1. 7 

0.85 0.1 

2.0 1.1 

0.9 0.2 

4 0.9 0.4 

2 0.7 0.1 

3 0.9 0.5 
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Grnfica o.- Estimulaci~1 de linfocitos totales inducida con 
llpopolis3carido de Eicherichia col[. (E.coli). 



Tabla 7.: con Brucella abortus, 

n X¡ .M .. D.E.J.M. 

mi crogramo_s __ 

T~függzo 

0.25 2 1. 9 1.0 

1. o 
1. 25 2 2.3 1.3 

2.5 3 1.5 0.4 

3.0 302 . o. 7 120 1. 1 2 0.9 0.2 

5.0 2068 5.2 58 0.9 2 3.0 2, 1 

10.0 364 2.0 699 1. 7 155 1. 5 1. 7 0.2 

20.0 46€ 2.5 
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T.1bl;:1 !>, - lr'stimulaciÓn Je:. 

Concentrác1Ón dpm x¡ M. O.E.1.M. 

0.001 

o 002 

o 004 

- 0.006 

0.008 

o .01 1786 0.9 

o 02 130 1.2 1931 1.0 1. 7 0.8 

o 1 803 2.4 431' 2.3 2.3 0.05 

0.5 2459 1.5 934 o.e 1.1 O.l 

1 o 2673 1.6 899 o.a 1.2 0.4 
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r abln 1 O. - Estimulación de· totales. indu~ida con 

oncanava 1 ina A (2 .U~ por 

No. de tndt \!tduos 

1698 

2 609. 

1407 4.4 316 

5474 1. 9 2882 < 

5 8264 8.5 

6 10260 6.8 1605 

5261 5.0 1040 

8 16506 5.0 3315 

9 3285 10 328 

10 1961 10 182 

11 458 2.2 .205 

12 1346 5. 1 259 

13 6806 .8.2 . 829 

14 13036 22 397 

15 152 1.4 102 

16 33963 18 1844 

17 21541 12 1808 

18 29707 19 1555 

19 27817 10 2773 

20 6126 34 179 

21 14216 66 213 

22 18842 43 437 

23 15315 2. 1 7359 

24 12083 21 557 

n= 24 XJ .M.=13.48 O.E. I.M.= 15.0 
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Tabla ,\, - Esti~ulac'ión cié 
l inn po:;, r c'é 

No. 

o 

G 

n= 7 

Concanav!!_ 

64 

64 

64 

64 

D.L 1 M. = 4.2 
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Donador numero. 

C~rafica ..\.- Esti111ulaciv'n lle linfocito:;!~ inducirla Cün Conc:rna 

valina A (2.u9 por po:o). 
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E:ZJ.-\ct i,·;1ción 



Tabla con fitolaca americana (PWM). 

%rosetas X¡ .M. O.E. 1 .M. 

m le ro·g raníós 
... 

por rozo 
Test go 121 50 

1. o 102 o.a 

1 5 729 0.4 209 2.4 2 1.4 1.0 
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Tnbln C. - ÜsÚmulaciÓ~ de Hrlfocttos 
.de M. 

Copcéntración .cpm 

mlcrogramos 
por pozo 

Testigo 1656 · 

o 05 
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n 
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'J'nb lri E. - DNP~Lys·Plcoll, 

:' .. ~ :,: 

Concentraci Ón 
''· .. 

ªirosetas ·d.M. x1.M. D.E. l.M. 

microgramos 
por pozo 
Testigo 40 64 

0.001 132 91 0.5 3 2.4 1.3 

0.01 50 1.2: 96 0.6 1. 7 1.2 

0.02 98 2A' 1 

o 1 77 ,1. 9 260 2. 7 2 2.3 0.4 

1.6 32 0.8 246 2.6 2 .1. 7 0.9 

2.0 71 0.4 

5.0 131 3.2 478 5.0 2 4.1 0.9 
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Tabla F.· EstimulaciÓn. de linf~cif~s B'indudda con lipopolisncnrido de Salmonclln. 

Concentrac i Ón 
G 

dpm l.M .• %ros'etas n X¡ .M. O.E. l.M 

microgramos, 153 64 
por pozo 

Testigo 153 64 

0.5 78 0.5 

1. o 106 0.6 

2.0 169 0;9 

6.0 159 0.9 78 0.5 2 0.7 0.2 

10.0 130 0~7 
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Tnbln Cf.-.llstimulaÚÓn de :J.inf~cit~s)Í.~n~uci.u.n con lipopolisacnri<lo de f:schcrlchia 

~·a1i:T1r. co1ii? 

ConcentÍ'ac !Ón qim. xl.M. O.E. l.M. 

mlcrogramos 
por pozo 

956 60 Testigo 

0.02 "99 0.1 . 

0.2 89 0.1 

2.0 3532 3.6 77 o.o 1.8 1.8 

20 56 o.o 
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.Tabla I. - Tituúci.ón del 

peroxidas'!· 
'::·.' .. -:>··-

---- --._--_.---·. --·---:.:: 

oi1uc0~~tib,nj~g:,i~.~~n1-ooo -

B 0.36 

e 0.61 

D 0.54 

o. 14 

0,12 

0.28 

A = forrado con Gama-globulina-humana, 

o. 1 o 
0,09 

o. 19 

B = forrado con anti-gama-globulina-humana 

e = forrado con medio de cultivo. 

D = forrado con amortiguador de boratos, 

1!16000 

L-7 

0,09 0,07 

0.07 0,06 

0.10 o. 04 

obtenida eri borrego 



Tabla II. - Curva. de calibración de Gama Globulina H~mana (GGH) 

en ELISA. 

Concentráción 
AYGGH 

/pozo 

o. 00001 

o. 0001 

0.001 

o. 01 . 

0.1 

1. o 
1 o 
100 

500 

1000 

Densidad· Optica 

o. 1_8 

0,70 

0,9 ' 

1. 01 

1. 1Z 

1. 2_5 

1 • 75 

1. 94 

2,02 

z. 1 o 
2. 11 
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TablaIII. - Detennin~ción de antic:Uerpos por ELISA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos 

totales estimulados cori fifolaca ·runerkana (Pl'M). 

C:onccntraci~ri 
4 6 8 11 12 13 

.J19 GGll. .ll!GGll -"5 GGH -"~ GGll ~GGll -"J GGH 
microgramos 

por.pozo 

Testigo 6ic10" 6 aic1 o· 6 9ic10" 4 2x10" 5 6x1 o· 5 6x10· 6 

0,0005 

0.0025 

o.oos 

0.015 

0.025 

o.os 

o. 125 

0,25 2x10· 5 2x10· 3 

0,5 2x10-S 7xl o" 3 

1.0 . 1x10~ 1 . _Zx10" 4 7xl o· 5 4x10" 2 

1. 5 8x10" 6 4x 1 o • 5 5x10" 2 

2.5 Sxl o· 4 

1 2. 5 



los sobrcnndnntcs de cultivos de linfocitos 

x U.E. 

2.2x10- 4 3 .úxl0- 4 

0,0025 

0.005 

o. 015 

ll. 025 

o.os 

o. 125 

o. 25 1.Bxl0-3 7.Bxlü" 3 

0.5 3.Sx10· 3 3.4x10· 3 

1 • o 6x1 o- 4 1x10- 2 lxlo- 3 2.0x10" 2 s.ox10· 2 

--1. 5 • Bxl o- 4 - 4x10· 3 - 1.ox10· 2 1. Oxl o- 2 

2. 5 

12.5 7xlo- 4 
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e:::z2 Tt'st i~o 
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Tabla IV. - D~termin~~iÓ~ d~ a~ticu~rpospor ELISA en los sohre­
nadantes de i:ultivos:_deilinf~~it~s 'totales estimulados con Bru;_ 
cella abotttÍ~; 3 .. 

coricéiitraciÓ'n 

.mii:rógramo~"'' 
: . .:_-'.-~_;" 

por ·pozo·. _-.. :·· 

Testigo 

1.0 

2.5 

5.0 

10 

20 

- '·. ·_, 

~.'.;··. - ·;:_.~ 

6x; ()~ 4 . 

9~10- 4 

2x10- 3 

Sxl o-4 

9x1 o- 4 

3x13 - 3 



Tabla V.· Detarminacio'n de anticuerpos por EL ISA en Jos sobr~ 

nadan tes da cultivos de linfocitos e'stimuladÓs. con Concanava­
lina A (2-tg por pozo). 

ºr= 9. 

n = 9 

13 

14 

1 s 

. 9 ~.•· 1 ~/4. _,<, -

: 1 • jó·_4_ .. _-•• : __ X - -

.' 4 X 1 o:4 

. 7 X \0~ 6 

-2x10·4 

e: !ts }:'10~ 6 

1 o· 4 

X 10- 4 

. 1 o·S 

10-S 

6 X 1 o· 6 

X \o·S 
e . ':-' ·'~;[";o·~;6 '4 x. 10~ 6; 

-·:·.-,·.·-. \'.-,:_ 

i1r= 3 X. ,t2,{· ~;~'T1 9 :X 1 o· 2 



Tabla VI.-. De.terminación de anticuerpos por ELISA en los sobrenadantes de cultivos de li!!_ 

focitos .estimulad.os con DNP-Lys- Ficoll. 

Cón~clltra~;ón "'J
6 

GGH 

. ·.;~~r~[f :·:~~ ...... . 
.. Testigo 

o'.~02 '. ·.•• 
·o; 004· 7 

·· 

o. ooc;·. 

o. 008 

0.1 

z.o 
z.s 
5.0 

sx10· 5 

1 o 
""GGll 

Zx10· 5 

e 
··.Jtf GGH n x .fl.E. 

4x10· 4 4 l. lxl0- 4 1 .6x10" 4 

1 



Tabla VIT.- Dctcnninación de anticuerpos por ELISA en los sobrenndnntes de cultivos de linfocitos 
totales cstinrulados con lipopolisucarido de Snlmonella. 

Con~cnfrdc io'ñ' ' n D.E. 

2x10- 1 2x10- 1 

7x10- 2 7x10-Z 

4x 1 o- 2 4x10-Z 

3 -Zxl 0- 1 2x10- 1 



TablnVrú:~ Detc~mi~~~id!t~e-anticuerpos por llLISA en los sobrcnnduntes de cultivos 

Je úi1fod tos"'._to-tnlcs-: est_imulndos con PPD (derivado proteico pud ficado de M. Tuberculosis). 
.. :e_ ~-· 

conccnfr<icion'' · -~ 6 
GGH -

mi~roi;mn<l~ ""' _," 

13 
-1J GGll 

14 
-"!Y GGH n ll. E. 

-Jlor po.zo -... :_:·._:-_;~;:.~--

Testigo · sx1 o·_ 6 Sxl o· 6 1x10· 6 3 3, 7x10" 6 1 .9x10" 6 

0.6 6x 10" 6 

1. o 6x Jo· 6 

s.o 9x10" 5 

1 o 8x10" 4 



Tabla IX. - nCterminación de anticuerpos por ELISA en _los s~ 
br~nad~ntes de, cu-1 ti vos de linfocitos_ totales estimulados- con 
Sulfató- de-Dextran·" 

c91}c~·i:itracict~ 
• mi_crogra)"os por 
por·poz() 

Testigo· 

0.2 

0.4 

0.6 

11 _ ---­
~ GGH 

)( 10-S 

2 )( 10- 2 

8 X 10: 6 

3 X 10-2 
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T:ihla Xll.~--lklt•~ni1Íaci~1:1~:u11l.:~1cr¡:~ ¡.;;.,El.ISA cn'1oss~ln:cl1ud:u1tcs de cultlvos de liníodtos totales cstinn1ladns """ 
1 lpopol i~;u:nyido_·t~c- Siq~1.101;t.!!'t:~,:·1li~l'·Ly:;°-p¡~~l l,, PMl(dC'.Í'ly":1do .pr_iltcÍrn 11uri f_kmlo Je ~l. tuhc1'l.,1lo:;i:-:J y Um1.:<.·l la ahortus. 

,'·;.::·-:·· __ .,._·.:_-;·._,_::,:, .... >··:· .. ::<~:~ ;·;-:/:;- --·-
- - . ~~- .~:~; ~º-·'.:i::~,_;_;._ --'<::.. '::_'.¡.,, .. ; 

'"tt í gl"no_- · ~:~h:~-;~-~-~O'~[~~,~~¿:: an t r~ ;i~. ·",su ~-f. ·-.-.--"~.:oL_,_',--~_:=_'.~_;_·_•_'_' __ j.._'_·_·_~1-·--·~--~-~: .. ~~--
-- --- . mrq•og1~nm_Q~;~¿_2;:~~.~--~-~?i:-~~~~--~'~'.~~:~_:::~.-- . :;, 

p°:r; pozo.: . • >: io>•:.-,< :/'.fe. 9 :. '.' ID. 

IWl'-1'1.rnll 

l'Pl1 

n. •1hortu:-; 

Testigo - '2 ;,íp·5'' • ·;; 3x10·6 1x10~6 

·· 3 I¡~-5 ·•; . :.(; z~j~'6 \¡1ó·6 
__ 5 x To;ci ~-~~;u·<;· -sx10·6 

TC5il~o . 

1.U 

Testigo 

1.u 

2.5 

10 

20 

',6 X. Úiº6.· i• - ::,:•.·. ·', 4xl0"6 

10 :·> -1~;: '· 
; z x' I0'.5 · 8xl0'.6 

.6 xl0"6 

13. . 
c:Í· X :10' 6 º~ 

4 X 1o·b 

·-,._.--:, 

l:Í 
.. 6xlíJ-6 ·. 

6x10" 6 

10 
Bx10·6 

4xl<i"6 -

9xl0-6 

7x!O·l> 

lix10"6 

XoNr IJ,H.11:-H' 

s.nxrn· 6 .!,tlxto·h 

3.Sxllfb 1.S:dll-h 

7 ,ttxllfh .!.Oxlll-h 



Tabla XI r L- Determinaci~n Je allticG~rkós es¡)~cÚ}c.os arit i­

DNP por E LISA e1(1os>'sob~enadántes~ de: éu1tivos de unfoCi tos 
totales estimulad~s. con Concánaváli~a_A(Z :}¡}f -~~;(p\l,~o)\ :, _ 

.-~ '~i~:~~ ··'e• ···--.-r :·::~:~·' };':·:'.<- " :[;·:.',:.-;' 
-. .. ::·"'. :.:);':'.·:-~ 

NÓ . d ~ l ~di v idu.; r :--Co~cé~ t~a .:'ion,:'.'' ;_•:···-T.:.:.-_' ... -_~_,_;, •. _:~.-',~c,·_~._:~_,.~_-A-_ºc·. -.·-t·•.•_r_-.·.·_:_•.~-•·-c·\:i·--Ó~ 
-' 1,t;ti~·'; e e;~> "'!7 --•• ,:~· ___,._.=o-,- ' . - _, ... _. 

9, 

1 o -
15 

n = 

nr= 

3 

3 

1 o-~· 

1 •X JQ- 5 

lo"'6 

X =·6.3 X 

- - -·.·:;, ·:·,',-:;'.~~-:-··-·.7:::.r" , 

~:-2 :9 'X- 10- 6 

D.E;1'= .8 x 10- 6 
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Tabla X.IV. - Oetkrni~nación :de ~.i'ti~~;erpos •. espeéif icos anti-ac. su! 
fanilic~pa'r ÉÍ:.ISA en lossob~i!nai.int~sd~ cultiv~s de linfocito~ 
totales'~stimú_f,a'do~]:~<i~'.~c-~~~ª}I~Ya.}in~ A (Z ,qg .por pozo). 

_·:~·_::_ :-:_;:~ ·,-,, ~·,:-\{ -x ... ;.,..:..: _'-::_.:_'~ ~~r: ::e:.~:;-
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DISCUSl0:-1 

Los experimentos aparentemente muestran que es necesario, 
para la respuesta a todos los antígenos o mitogenos. que se pr~ 
baron, la .cooperacidn celular ya que si~ alguna de las cdlu-­
las la proliferacio'n no existe, llegando en algurios ·casos a un 
indice mitogenico muy bajo. 

A pesar de que los antígenos o mitogenos son timoindepen­
dientcs (TI), no requiriendo por tanto de celulas T, no hubo 
proliferacidn. Sin embargo, en algunos casos con celulas T y_ 
B tampoco la proliferación es buena pero al menos se ve que si 
hay una baja incorporación de timidina. Aunque en este uttimo 
caso la no activación pudiera deberse a una mala presentación 
del antfgeno. (13, 22) 

Como se ha reportado por otros autores (24,25,21) la res­
puesta con PWM fue dependiente de células T. 

Otro antígeno TI como el PPD tambien se ha probado en hu­
manos )'en ratón y se ha demostrado su capacidad de estimular_ 
la-proliferación con una concentración de 2 microgramos por p~ 

zo. ( 32 ) . En el presente trabajo no fue posible compro·· 
bar esto ni con la poblacidn celular completa como se ha repo~ 

tado ni con células B puras. Esto pudiera deberse a que las 
personas no son tuberculina [+) y no tienen las suficientes clo 
nas para que se pueda observar una rcspL1esta, 

Con respecto al antígeno TI DNP-Lys-Ficoll, tambien se ti.<:_ 
nen reportes, aunque solo en ratón, en los que si hay respues­

ta y esta no depende de los linfocitos T, aunque la re•pucsta 
es pobre (1~. 15). Al tratar de reproducir estos resultados 
en humanos y con las concentraciones usada en rat6n no se lo-­
gran activar a las c¿lulas B. 

El sulfato de dextran se ha usado para activar linfocitos 
B tanto en humanos como en ratón sin tener ninguna respuesta . 

(16, 17, 28) Sin embargo en este trabajo si se tuvo respue.?_ 
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ta, aunque esta se logra' solo'con la pobhéiÓn;co~pleta, Esto 
tal vez podría indicar que en humanos es un aé:tivador de célu~ 
las B dependiente de la participación de ~tra. po~lacidn celular 
probablemente linfocitos T. 

Con lipopolisacarido de Salmonella, E, coli :y Nocardia .se 
ha encontrado que si estimulan la proliferáción de linfocitos 
B humanos en la ausencia de células T, aunque la producción de_ 
inmunoglobuli.ria sin células T es baja. (20} En este trabajo no 
se encentro' proliferación sin la cooperación celular. 

Es importante notar que existe una gran variabilidad en 
la incorporaciefn de timidina entre los diferentes individuos 
y en su respuesta al antígeno, aunque se usan las mismas con­
.centraciones del ant!geno o mitogeno, cada individuo responde·_ 
de manera diferente. 

En algunas gráficas o tablas se observa que solo hay un 
dato o dos la cual no es suficiente información para obtener 
algunas conclusiones, esto se debe a que en algunas ocas'iones_ 
se perdian pozos de toda una placa por contaminación o muerte 
celular y por lo tanto se perdían datos para tener una curvad~ 
sis-respuesta completa. 

Otra razón por la que no obtuvimos activación con los an­
tÍqcnos TI pudiera ser debido a que en la sangre periferica h~ 
mana solo existen formas inmaduras por lo cual solo responde-­
rían a antígenos Tl-1 y no a antígenos TJ-2, au11que ni con los 
Tl-1 ni con los TI-2 hubo activación en linfocitos B. ( 32 

Como mencionamos con el lipopolisacarido de E. coli no hu 
bo respuesta, ni con el <le ~ocardia, a pesJr de que s~ conside 
ran excelentes nctivadorcs de B en ratón, pero tambien se ha 

reportado que no activan adecuadamente a células B humanas por 
el efecto toxico del lipopolisacarido o por los componentes en 
que se disuelve. ( 32 

Tambien se ha reportado que cuando hay una Rran rantidad 

de celulas ~upresoras no se obtiene activación. lo cual tal ve: 
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h.ubic~a sucedido· en algunos de los ·casos aquí· presentados en 
los que Se tuviera una propOrciÓn mayor de.· célUlris supresoras 

que células. B. ( 32 
En el caso en que teniamos a los linfocitos ·s puros y que 

nó hu.bo activación .·tal vez pudiera deberse a que no' roxistían 

los factores de crecimiento derivados de linfocitos T o macr~ 
fagos (23,13) o a que las células B sufrieron algun daño du­
rante el proceso de proliferación-

A pesar de no haber logrado una estimulación adecuada en 
algunos casos, sea por la fuente celular o por el tipo de ac­
tivador empleado, se lograron establecer las condiciones reou~ 
rida·s para el manejo y cultivo de distintas poblaciones cclu· 
lares derivadas de san~re pcriferica humana. Es necesario, 
sin embargo, investigar aun si la proliferación puede inducir. 
se en otros rangos de concentraci6n del activador, modifican­
do la calidad del mismo, o bien, estableciendo condiciones de 
manejo de células que causen un menor daño a su viabilidad o 
funcionalidad. 

De esta manera, una ve: establecido un modelo adecuado de 

activación, este sera muy Útil para posteriormente estudiar 
los mecanismos tan complejos que envuelve la respuesta de ac­
tivación de linfocitos B humanos tanto en respuestas inmunes 

normales como en enfermedades inmunologicas. (29 ) 
Para detectar la formación de inmunoglobulinas se proba­

ron varios métodos como la técnica de C11nningham, pero se vi~ 

ron algunas desventajas como la variacion en la susceptibili­
dad de los eritrocitos a la lisis y la poca reproducibilidad al 
sensibilizar los eritrocitos, por lo tanto se dccidio usar la té~ 

nica de ELISA, yo qt1c ademas es un m~todo muy sensible, sin 

muchos problemas tccnicos y el cual se ha probado en ratones, 
(24, 30) y en humanos (7,23,31). 

La producción de anticuerpos es un evento posterior a 13 

incorporaci6n de timidina y que no podemos comparar entre si 

ya que ·en la incorporacid'n de t imid ina hay un mayor número de 
células viables y en la técnica de El.ISA como se deja de 5 a 

so 



6 dfas har ritas muerte celular y por tanto menor número de cél~ 

las qu" produ:cait anticuerpos. 
Existen en la literatura reportes donde se encuentra acti 

vación sin producción <le anticuerpos; esto es pC'rfcctamcntc e!_ 

plicable puesto que para la proliferaci&n se requieren de al•~ 
nas señales de activación mientras que la producción de anticue!:. 
pos requiere fundamentalmente de señales de diferenciación las 
~uales llevan a un linfocito B que ya ha proliferado a un pro­
ces·o de diferenciación que culmina en la aparición de rélulas 

plasmatict-ts productoras de anticuerpos. Asi existen antígenos 

que ._sostienen bien la pral ifcración pero que 110 son capaces de 

estimular la diferenciación mientras que otros antí~cnos pro-­

mueven ambos procesos. En ratón se ha rC":iortado que 1 a anti- -

mu activa proliferaci&n sin difercnciaci~n mientras que el li­

po1iolisacarido puede activar ambos procesos, Estas cuestiones 
han sido pobremente estudiadas en los linfocitos B humanos -

con todos los problemas tecnicos y de intcrprctaci6n menciona­
dos anteriormente. ( 32 
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CONCLUSIONES 

t.: Con lás p~blacio11es completas se obtuvo respuesta hncin -
pokeweed, Sainionella y sulfato de dextran; ~on:los'demas anti 
geno{~o m~to~eno~ se. ,obtuvieron respuestas pobr~s o. negativas. 
con ra's co.nC:enfrádones Usadas. -·> 

V
2 .. 1:e~·r. ~o .. ,n;;~.:>i.ás-Í':~lac.miuo.ny'.eps·_.·º·.···.-eb."r-rels •. :.q~~ydtao'-dso, ds-el;~o1sin.~afon•-.~t_1f5oe··~ns'o:•sª· s~'?btu-: 

r{~I'~fstas con ,, o·mitog~ 
na·s·,,>> __ •·•··. · .. - ··--· ··•··-:·. -­

·,,,~,-~X~~:,~·:'. ~·~2~·:, -·-)··--.,.". ·:·->::·- :· 

3'.~ úi~ :~táia;i~s üúlizaáos' indu'je¡J~ {~Ep~~du~~~Ó~ d~':~n:!_-
ct1erpos ~éili~10Aaimerite,\ - ·:· <:. ' 

- : ' . . . -"'" . :/~· ' . ';..'. 

4. ~ N~ se ericontr~rori ai¿~Lr~g~ -~spefif~C:~s l~tLDNP o. anti­
ácid~-suÚanÍlicd ..... 
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RESUMEN 

Una función primordial del Shtema Inmune es 'el m.anteni 
miento·de la integridad de los individuos, Para entender su 
funcionamiento se requiere del estudio particular :de cada u­
no de los elementos que constituyen ~ dicho sistema. 

Entre estos constituyentes, el linfocito Bes de los que 
mas recientemente se han comenzado a estudiar, denotardo cier­
ta heterogeneidad. 

Con el fin de establecer un sistema de trabajo de linfo­
citos B se estudió el comportamiento de células mononuclea-­
rcs de sangre periferica y de poblaciones enriquecidas de c~­
lulas B al enfrentarlos a diferentes ant!genos y mitogenos 
Para ello se midió la proliferación inducida por cada antÍ~eno 
o niito¡¡eno y la producción de anticuerpos, 

Las células mononucleares respondieron en algunos casos · 
hacia los activadores utilizados. Sin embargo, la respuesta 
obtenida con la poblacidn enriquecida de linfocitos B fue muy 
pobre o negativa . 

Se obtuvo la producción de anticuerpos al estimular con 
todos los antígenos o mitogcnos, aunque esta estimulaci6n fue 
policlonal y no se pudo demostrar una respuesta antÍ;eno-esp~ 

cifica. 
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