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ANTl-H37Rv. 

TABLA U 

Fotografla 1 
Fotografla 2 

EFECTO DEL E, SOBRE LA SECRECION DE lgG DEL HIBRIDOMA MMTBD6. 

Células de la llnea tumoral J774A.1 en condiciones de cultivo (400X). 
Células de la llnea tumoral J774A.1 NBT positivas (400X). 
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Fotografla 3 
Fotografla 4 

Fotografla 5 
Fotografla 6 

Fotografla7 
Fotografla B 

1 

lnmunopunto de célula secretola de lnmunoglobullna especifica (100X). 
lnmunopunto de célula secretora de lnmunoglobullna especifica, de la 
fotografla 3 (400X). 
lnmunopunto de célula secretora de inmunog/obulina especifica (100XJ. 
lnmunopunto de célula secretora de inmunoglobu/ina especifica, de la 
fotografla 5 (400X). 
lnmunopunto de célula secretora de lnmunoglobullna especifica (100X). 
lnmunopunto de célula secretora de lnmunoglobulina especifica, de la 
fotograffa 7 ( 400X). 
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!.·ANTECEDENTES 

IMPORTANCIA 
INMUNITARIO 

DEL SISTEMA 

Al sistema inmunitario se le reconoce 
un papel central en la prevención y curación 
de procesos infecciosos y neoplásicos, as! 
como en la patogenia de enfermedades 
alérgicas y autolnmunes. 

EL CONTROL DEL SISTEMA 
INMUNOLOGICO 

Hasta hace poco tiempo se 
consideraba al sistema inmunológico como 
un sistema autónomo y autorregulado a 
través de una red de interacciones 
complejas.Sin embargo, en fechas 
recientes, ha empezado a reconocerse el 
papel que juega el sistema neuroendocrino, 
por medio de hormonas y 
neurotransmisores, en el control de la 
actividad inmunitaria, al demostrarse Ja 
influencia de estos mediadores bioqulmicos 
en Ja respuesta Inmune (Welgent, 1990). 

La presencia de receptores 
especlficos para neuropéptidos y hormonas 
estrogénicas, en la superficie de Jas células 
inmunocompetentes, ha sido demostrada 
por varios Investigadores (Cohen y cols, 
1983; Forsberg, 1984;Weusten y cols, 1986; 
Ranelletti, 1988; Wada, 1992).Por otra parte, 
se ha podido constatar que las sustancias 
producidas por las células del sistema 
inmunitario actúan sobre algunas estirpes 
celulares del sistema neuroendocrino 
(Blalock y Stanton, 1980;Blalock y Harp, 
1981;Blalock y Smith, 1981;Dafny y Reyes­
Vazquez, 1985). 

Con todas estas observaciones se ha 
llegado a Ja conclusión de que ambos 
sistemas, el inmunitario y el neuroendócrino 
pueden interaccionar, pero aún se 
desconocen los mecanismos moleculares 
involucrados en dichos fenómenos. 

EL PAPEL CENTRAL DEL MACROFAGO 

Una de las células más importantes 
del sistema Inmune es el macrófago, el cual 
posee una gran versatilidad en sus 
respuestas. Es una célula que produce un 
gran número de sustancias, entre estas; 
hormonas polipéptidicas, componentes del 
complemento, factores de la coagulación, 
enzimas, inhibidores de enzimas, protelnas 
de la matriz extracelular, protelnas 
acarreadoras, llpldos bioactivos, hormonas 
de tipo esterolde, e intermediarios reactivos 
de oxigeno y nitrógeno. (Nathan, 1987). 

Los macrófagos son células que 
entran primero en contacto con los 
antlgenos, Jos fagocitan, Jos procesan y 
exponen fragmentos de los mismos (9 
residuos de aminoácidos), en su membrana 
junto con moléculas clase ti del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHCll), que 
posteriormente son presentados a Jos 
linfocitos T cooperadores, 
desencadenándose toda una cascada de 
eventos que a su vez producirán reacciones 
celulares, citotóxicas y humorales como Ja 
producción de anticuerpos, que darán como 
resultado todas ellas la eliminación del 
antlgeno que originó Ja respuesta (Mala, 
1987). 

Además de estas acciones, el 
macrófago reconoce y elimina las células 
neoplásicas, mediante Ja producción de 
sustancias citotóxicas para las células 
tumorales, como Jo es el factor de necrosis 
tumoral TNF a y p , y el grupo de protelnas 
llamadas lnterferones a, p, y y (MOller, 
1989). 

fl .. LOS EFECTOS DE LOS 
ESTROGENOS EN EL SISTEMA 
INMUNE. 

Se han realizado estudios sobre Jos 
efectos de Ja administración de varias 
hormonas (estrógenos y glucocortlcoides), 
midiendo diversos parámetros de la 
respuesta inmune como los efectos en Ja 
redistribución de: linfocitos, macrófagos, 
neutrófilos, eosinófilos y basófilos; en la 
hipersensibilidad retardada, en Ja 
citotoxicidad mediada por anticuerpos, su 
mitogenlcldad, en la actividad fagocltica, y 
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en la qulmlotaxis. Además estudiaron los 
efectos sobre los factores humorales 
Involucrados en la respuesta inmune 
(Parrilla y Faucl, 1979), los cambios en el 
patrón de leucocitos circulantes, en la 
respuesta a mitógenos, en los cambios en 
los niveles sangulneos de anticuerpos 
circulantes, y en la producción in vitro de 
inmunoglobuiinas (Cupps y Faucl, 1982 y 
1985; Descotes, 1986). 

A.· EN LOS MACROFAGOS 
La administración de estrógenos in 

vivo produce consistentemente estimulaclón 
de la actividad fagocitarla del sistema 
reticulo-endotelial, medida por la depuración 
plasmática de carbón coloidal, aclaramiento 
plasmático de endotoxinas bacterianas, de 
llpldos marcados con radioisótopos y por 
eritrofagocitosls (Nicol, 1964; Trejo, 1972; 
Warr, 1973; Loase, 1976; Boorman, 1980; 
Descotes, 1986). 

B.· EN LA PROOUCCION DE 
ANTICUERPOS 

Los estrógenos administrados a 
animales han producido resultados 
Inconsistentes en cuanto a la modulación de 
la producción de anticuerpos. Se han 
observado aumentos en las concentraciones 
de anticuerpos especificas en el suero 
durante la respuesta primaria (Rao, 1972), y 
disminuciones (Toivanen, 1967) o aumentos 
en la respuesta secundaria (Thanavala, 
1973), en las concentraciones de 
anticuerpos séricos. 

En cuanto al número de células 
productoras de anticuerpos se han 
observado resultados igualmente 
inconsistentes con Ja administración de 
estrógenos tanto in vivo como in vitro. Se 
han encontrado disminuciones en unos 
casos (Sljivic, 1974; Ezaki, 1982; Luster, 
1980), y aumentos en otros (Kenny, 1976; 
Paavonen, 1981), en el número de células 
productoras de anticuerpos. 

C.. EN LAS CELULAS ASESINAS 
NATURALES 

Otros componentes del sistema 
Inmunológico que son afectados por la 
administración de estrógenos son las células 
asesinas naturales. Estas células realizan la 
llamada vlgllancla Inmunológica y llevan a 
cabo la eliminación de células neoplásicas, 
preferentemente de las de reciente 
aparición, evitando el desarrollo de tumores 
en su fase inicial. Los resultados obtenidos 
muestran consistentemente una disminución 
de la actividad citotóxica de estas células 
con la administración in viva de estrógenos, 
fenómeno que no ha sido reproducido in 
vitro (Seaman, 1978; Onsrud, 1982). 

111.- HIPOTESIS DE TRABAJO 

Los efectos observados por diversos 
autores en el sistema inmunitario con la 
administración de estrógenos (E2 , E, o 
DEE), no muestran patrones coherentes, 
por lo que no ha sido posible esbozar cuáles 
son las acciones fisiológicas de las 
hormonas estrogénicas en este sistema. 

La comparación de las acciones in 
viva e in vilro de los estrógenos en el 
sistema inmune, permitirlan distinguir las 
acciones directas de /as Indirectas, y con 
ello contribuir a la mejor comprensión de la 
función reguladora de estas hormonas. 

Al estudiar una estirpe celular 
expuesta in vitro a concentraciones 
fisiológicas de una hormona, se podrán 
observar probablemente las acciones 
directas fisiológicas de ésa hormona. 

IV.·METAS 

1) Estudiar el efecto del DEE 
administrado in vivo en el ratón, sobre la 
actividad fagocitarla de macrófagos 
peritoneales residentes de ratón. 

2) Estudiar las acciones del E2 y DEE 
in vitro , en la actividad fagocitaria, de 
macrófagos peritoneales residentes. 

3) Estudiar las acciones de E2 y DEE 
administrados in vilro sobre la actividad 
fagocitaria de macrófagos de la linea celular 
J774A.1.(TIB67 ATCC) 



4) Estudiar en sangre venosa, las 
acciones del E2 y DEE administrados in vivo 
sobre la producción de anticuerpos. 

5) Estudiar las acciones de Ja 
administración in viva del DEE, en el nllmero 
de clonas secretoras de inmunoglobulinas 
JgMe lgG. 

6) Estudiar el efecto directo de la 
exposición a estrógenos, en células B 
tumorales (hibrldomas), en la secreción de 
anticuerpos. 
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IV.- MATERIAL Y METODOS 

1.- Actividad fagocitaria 

Existen vanos métodos para valorar la 
actividad fagocitaria In vitro que se agrupan 
en dos tipos principales; 

A} Los que se basan en la ingestión 
de partlculas o células sin marca, o con 
marca no Isotópica (Weisman, 1967; 
Kurlander, 1981): 

partlculas de látex, , zymosan 
opsonizado, bacterias (simples o 
fluorescefnadas} y eritrocitos solos u 
opsonizados. 

8) Los que se basan en la inqestión 
de partículas (llpldos marcados con 31 1), o 
células marcadas con radiosotopos (51Cr}. 

Las técnicas que no usan marca 
radioactiva presentan diversos 
Inconvenientes: son procedimientos muy 
laboriosos, lo que imposibilita procesar un 
número grande de muestras y requieren 
además de largo tiempo para su 
Interpretación, ya que hay que realizar 
muchas observaciones microscópicas. 
Además la valoración tiene un componente 
subjetivo alto, debido a que el observador 
aún al experimentado, le es difícil discernir 
entre las células o partlculas que fueron 
fagocitadas y las que se encuentran 
adheridas a la superficie externa de la 
membrana celular. 

En las técnicas basadas en la 
cuantificación de células o partículas con 
marca radioactiva, aunque su sensibilidad 
es muy alta, requieren de reactivos y equipo 
de alto costo, y por tanto poco accesibles a 
cualquier laboratorio de investigación, 
además el manejo de estas técnicas 
conlleva riesgos para la salud del 
experimentador. 

a) Evaluacion in vitro de la 
actiVidad fagocitaria en 
macrófagos peritoneales 
residentes de ratón, mediante 
ensayos colorimétricos. 

I) Evaluación In vitre del efecto en la 
actividad fagocitarla, del tratamiento In vivo. 

Los siguientes experimentos se llevaron a 
cabo utilizando la técnica colorimétrica de la 
reducción del azul de tetrazollo (NBT) 
(RooK, 1985). 

Este método fué originalmente 
descrito para el diagnóstico de la deficiencia 
en la actividad microbicida de los leucocitos 
pollmorfonucleares (Bahener, 1968; Nathan, 
1969). Las bases bioquímicas para la 
reducción del azul de tetrazollo, fueron 
reportadas (Bahener, 1976), demostrándose 
que el anión superóxido formado durante el 
evento fagocitarlo era el causante de la 
reducción de este colorante (Bablor, 1973). 

La generación del anión ocurre en 
forma semejante en macrófagos durante la 
fagocitosis, Jo cual fué reportado y evaluado 
en una modificación al método original 
(Murray, 1980), y reproducido por otros 
autores (Brett, 1988; Muller, 1989). 

Se hicieron 2 Jotes {de 4 ratones macho 
Balb/c cada uno}, por estratos balanceados, 
con pesos entre 20 y 30g. Se les administró 
el disolvente (aceite de maíz}, o el DEE 
disuelto en aceite, 6 mg/Kgldla, durante 3 
dlas por vla subcutánea. Al cuarto dla se 
sacrificaron y se les inyectó en la cavidad 
peritoneal 10 mi de solución balanceada de 
Hank a 5° C con 50 U/mi de heparina, se les 
extrajo el liquido administrado y se hizo un 
pool de las células residentes de la cavidad 
periloneal con cada lote de animales. Se 
lavaron 2 veces con solución de Hank 
centrifugando a 300Xg durante 10 min. Se 
resuspendieron en medio de. Eagle 
modificado por Dulbecco (D·MEM}, 
comlementado con suero bovino fetal 10% 
(SBF}, se conlaron las células y se evaluó la 
viabilidad mediante la exclusión de azul 
tripan. 

Se sembraron 2X1 o' células/pozo en placas 
de 96 pozos estériles (Nunc}, se dejaron 
adherir durante 2 hrs, después de este 
tiempo se sustituyó el medio de cultivo por 
una mezcla de partlculas de ZymosanA/azul 
de tetrazollo (NBT, Sigma}, cada uno en 
concentración de 1 mg/ml (Incubadas 
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previamente durante 90 minutos en 
agitación constante a 37'C). Se Incubaron 
las células con la suspensión de 
partículas/NBT durante 60 mln a 37'C y 5% 
de co,. Posteriormente se lavaron los 
pozos 3 veces con metanol al 70% y se 
secaron al aire, se agregó a cada pozo 
120µ1 de hidróxido de potasio 2M, se 
Incubaron a temperatura ambiente durante 
90 min. Enseguida se agregó a cada pozo 
140µ1 de dimetilsulíóxido (DMSO) y se agitó 
vigorosamente la placa, se hicieron tas 
lecturas calorimétricas en un lector de 
mlcroplacas Biotek el311 a una longitud de 
onda de 630 nm. 

11) Evaluación de la actividad fagocitarla con 
el tratamiento in vitro de las células 
residentes de la cavidad peritoneal. 

Se obtuvieron las células en la forma 
descrita en el inciso anterior, de un pool de 4 
ratones machos de la misma cepa. Se 
sembraron 2X105 células/pozo y se 
Incubaron durante 24 h a concentraciones 
crecientes en progresión geométrica de E2 o 
DEE (disueltos en etanol), como pozos 
control se utilizó el disolvente (etanol 
absoluto). Se utilizó el mismo método para 
evaluar la actividad fagocitarla, y se 
analizaron en la misma forma los resultados. 

b) Evaluación in vitro de la 
actividad fagocitaria de 
macrófagos de la línea celular 
J774A.1, mediante ensayos de la 
ingestión de partículas de látex. 

Nuestros ensayos iniciales fueron 
desarrollados mediante la ingestión de 
partículas de látex (Weisman, 1967), 
Intentando obtener un método confiable y 
reproducible, en el que se pudieran procesar 
un nümero grande de muestras. 

Para estudiar la acción de Jos 
estrógenos se hicieron 2 lotes, cada uno de 
3 ratones macho Balb/c de 20 a 30g de 
peso, se trataron con el disolvente (aceite de 
malz), o con el disolvente más DEE (Merck) 
6 mg/kg durante 3 dlas por vía s.c. (0.1 
ml/10 g de peso). Al 4' día se obtuvieron 

muestras de sangre por punción cardiaca, 
se obtuvo el plasma mediante 
centrifugación, se hizo un pool de los sueros 
de Jos animales de cada lote. 

Para estos experimentos se utilizaron 
células de la lfnea celular J774A.1 (ATCC 
TJB 67), de mácrofagos murinos. 

Se crecieron las células en 
condiciones de cultivo (37'C, en ambiente 
húmedo con 5% de C02 ), en botellas 
estériles de poliestireno de 25 cm 2 (Nunc), 
en medio de cultivo D-MEM, 
complementado con 10% de reemplazo de 
suero de proceso controlado tipo 1 
inactivado con calor (CPSR-1 heat 
inactivated, Sigma), el cual contiene Ja 
mlnlma cantidad de colesterol, triglicéridos y 
hormonas asteroides. 

Se esterilizaron en autoclave previamente 
cubre objetos redondos de 12 mm de 
diámetro, que se colocaron en los pozos 
antes de sembrar las células. Estas fueron 
transferidas a las placas de cullivo de 24 
pozos (Nunc), las cuales contenlan los 
cubreobjetos. 

La viabilidad fué estimada previamente 
mediante Ja exclusión de azul tripan. Se 
sembraron 1X105células/pozo, después que 
la células se adhirieron a Jos cubreobjetos (2 
h), el medio de cultivo fué reemplazado con 
medio libre de suero para macrófagos (1 mi) 
(Macrophage Serum Free Medium, MSFM 
Gibco). Enseguida se agregaron a Jos pozos 
100 µJ del suero de uno u otro traJamiento, 
se llevó a cabo la incubación a dos tiempos, 
uno de 30 minutos y el otro de 1 B h. Se 
utillizaron como pozos control, . células 
incubadas en presencia de suero bovino 
fetal lnactivado por calor (Sigma). 

Al término de éste periodo se agregaron a 
los pozos con los diferentes tratamientos, 
1X10" partlculas/pozo, de látex de o.aµ de 
diámetro (Sigma) y se Incubaron durante un 
lapso de 30 minutos, al término de los 
cuales, se lavaron las células con 
amortiguador de fosfato-salina pH 7.4 (PBS) 
5 veces para eliminar el exceso de 
partículas no fagocitadas. 
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Se retiraron Jos cubreobjetos redondos de 
Jos pozos en Jos cuales se hablan colocado 
previamente, Inmediatamente se fijaron con 
calor las células adheridas a los mismos y 
se Unieron con Giemsa. PosteriormenJe se 
colocaron Jos cubreobjetos en portaobjetos y 
se sellaron con barniz de unas, se 
observaron en un microscopio en el objetivo 
de Inmersión (1000X). Se conlaron en 200 
células (Incubación de 30 min) y en 50 
células (Incubación de 18 h), el número de 
partlculas de látex fagocitadas por célula. 

c) Evaluación de la actividad 
fagocitaria de macrófagos de la 
linea celular J774A.1, mediante 
cuentas del número de células 
NBT positivas. 

Debido a que inicialmente tuvimos 
problemas para poder solubilizar el produclo 
del coloranle (formazán de NBT), se 
obtuvieron Jos resultados mediante cuentas 
de Jos porcentajes de células NBT positivas 
(Brett, 1988). 

Se utilizaron las células de Ja llnea 
celular J774A.1, las cuales se crecieron en 
/as mismas condiciones ser"la/adas en el 
inciso 1 b). 

Para estudiar la acción directa in vftro 
de los estrógenos en estas células 
aproximadamente 5X105 células viables 
fueron sembradas por pozo. Después que Ja 
células se adhirieron a los pozos, el medio 
de cultivo fué reemplazado con medio libre 
de suero para macrófagos (MSFM Gibco). 
Estradiol-17P (E2 Syntex), o dieliletilbestrol 
(DEE, Merck) fueron disueltos en etanol 
absoluto (Merck), se aplicó cada tratamiento 
a cuatro pozos, diluciones apropiadas de los 
estrógenos en etanol fueron agregadas a tos 
pozos correspondientes, la concentración 
final de etanol fué del 0.5%, tos pozos 
control de disolvente recibieron la misma 
concentración de etanol. 

Las células fueron expuestas a los 
estrógenos por 3, 24 o 72 h en 

concentraciones en el rango de 2X10'13 M a 
64X10 .. M. . . 

ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE 
CELULAS NBT POSITIVAS. 

Se retiró el medio de cultivo con los 
estrógenos o el disolvente y se sustituyó en 
cada pozo, con una allcuota de 500 µt de Ja 
suspensión de partlculas de Zymosan-A 
pretratadas con NBT (descrita en el inciso 1 
a) y se continuó el periodo de incubación en 
condiciones de cultivo por 60 minutos. 
Posteriormente las células fueron lavadas 3 
veces con PBS, para eliminar el exceso de 
partlculas. El porcenlaje de células NBT­
positivas fué determinado en un microscopio 
invertido (400X), por el número de células 
conleniendo gránulos de NBT-formazán en 
el citoplasma. 

Se llevaron a cabo ensayos en forma 
paralela con las mismas concentraciones de 
E2 y DEE para eslimar Ja viabilidad por 
exclusión de azul tripan. 

2.-Anticuerpos séricos y número 
de clonas secretoras de 
inmunoglobulinas anti-H37Rv. 

a) Niveles sangulneos de lgG anll-H37Rv, 
en ratones tratados con estrógenos. 

Para estudiar las acciones de Jos 
estrógenos en Ja producción de anticuerpos 
especificas, se emplearon y dislribuyeron 
los animales (ratón macho Balb/c con pesos 
entre 20 y 30 g), en lotes por estratos 
balanceados. Se inmunizaron (día O) con un 
extracto proteico del filtrado de cultivo de 
Mvcobacterium tuberculofiis cepa H37Rv 
(Parra y cols., 1986), disuelto en PBS y 
emulsionado en adyuvante incompleto de 
Freund (AIF), se administró en .dosis única 
vía lntraperitoneal (20 µg), a cada ratón. 

Al quinto o décimoséptimo dla, 
posteriores a la Inmunización se obtuvieron 
mediante punción del plexo venoso 
retroorbitario con un tubo capilar, muestras 
de sangre venosa, la cual se dejó coagular a 
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temperatura ambiente y se obtuvieron 40 µI 
de suero, el cual se diluyó con PBS 1:50 
Inicia/mente y se hicieron diluciones al 
doble, a partir de esta dilución Inicia/. 

ELISA INDIRECTO 

Se procedió a incubar los sueros 
durante 4h a temperatura ambiente en 
agitación suave, en placas de 96 pozos 
(Nunc Maxisorp) las cuales previamente se 
hablan cubierto con el extracto que se utilizó 
para inmunizar a los animales, (disuelto en 
amortiguador de carbonatos pH 9.6 , 0.1 M 
en trio durante toda la noche), luego se lavó 
la placa cinco veces con amortiguador de 
fosfato-salina-detergente T20 (Tween 20, 
0.01 %; en PBS), para eliminar el exceso de 
antlgeno), se utilizó a/bllmina bovina 1 % 
fracción V (en amortiguador de carbonatos 
pH 9.6 , 0.1M), para "bloquea(' los sitios no 
ocupados por el antlgeno y evitar as/ 
reacciones falsas positivas, incubando 
durante toda la noche a 4° C, se volvió a 
lavar cinco veces con PBS-T20. 

Acto seguido se agregó un anticuerpo 
de conejo (marcado con peroxidasa) anti 
lgG de ratón (titulado previamente para 
conocer la dilución de trabajo). Durante 1 h 
se Incubó a temperatura ambiente, al 
término de este periodo se lavó con PBS· 
T20 cinco veces. 

Se agregó una mezcla de 
ortofenilendlamina (Sigma)(cromógeno) 40 
mg/100 mi y 150 µU100 mi de peróxido de 
hidrógeno al 30% (Merck)(sustrato), 
dlsueltos en amortiguador de citrato-fosfato, 
se detiene la reacción con ácido sulfllrico 
2M 50µUpozo y se leyó la placa en un lector 
de mlcroplacas Biotek el311 a una longitud 
de 492 nm contra un filtro de referencia de 
630 nm. 

Se considera que la cantidad de color 
desarrollado en 30 minutos es proporciona/ 
a la cantidad de anticuerpo presente en el 
sobrenadante. 

b) Número do clonas secretoras do lgG 
ant/-H37Rv, mediante lnmunoonsayo 
enzimático do placa en filtro (FIPA). 

Se estudió el efecto del tratamiento In vivo 
con estrógenos sobre el nllmero de células 
secretoras de anticuerpos lgG antl-H37Rv. 

I) Tratamiento posterior a la 
Inmunización. 

So Inmunizaron ratones Balb/c machos (dla 
O), con el mismo extracto proteico de M. 
tuberculosis por la misma vla y en la misma 
dosis que en el Inciso 2 a), se administraron 
/os estrógenos (6 mg/kg/dla vla 
subcutánea), o el disolvente (aceite de 
malz), los 3 dlas posteriores a la 
inmunización (dlas 1, 2, y 3). 

Al quinto dla de la inmunización, se 
sacrificaron a los ratones y se les extrajo el 
bazo en condiciones asépticas, se transfirió 
a una caja de Pelri estéril. Enseguida se 
procedió mediante Inyecciones repetidas al 
órgano con D·MEM sin suero, a extraer las 
células. Estas fueron transferidas a un tubo 
estéril de 15 mi y se centrifugaron a 300Xg 
durante 1 O min. Se desechó el 
sobrenadante y se agregó amortiguador de 
lisls pH 7.6 (Cloruro de amonio ar 0.9% , 
Trizma/HCI 0.17M), durante 2 mln, al 
término de los cuales se agregó D-MEM 
hasta el borde del tubo y se centrifugó 
nuevamente a 300Xg durante 5 mln, se 
lavaron las células 2 veces con medio de 
cultivo. 

Se desechó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 1 mi de D· 
MEM complementado con SBF al 10%, se 
contaron en cámara de Neubauer y se 
evaluó la viabilidad con azul tripan. 

Se colocaron en placas de 24 pozo~ (Nunc), 
filtros mlllipore 13 mm de diámetro y poro de 
0.22µ, estériles (autoclave 120 • c 30 min) a· 
los cuales se les Incubó durante 2 h a 37 •c; 
con 10 µg del extracto proteico H37Rv en" 
amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.60· 
bloqueados con albllmina bovina fracción V 
al 1 o/o en el mismo amortiguador durante 2 h 
y lavadas posteriormente con PBS pH 7;2 
estéril 1 O veces. Se procedió a sembrar 
2X1 o' células/pozo en las placas. 
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Se incubaron las células durante 4 h sobre 
los filtros de nitrocelulosa, en condiciones de 
cultivo. Posteriormente se retiraron las 
células y se lavaron los filtros de los pozas 
con PBS estéril 1 O veces, se agregó lgG de 
conejo (conjugado a peroxldasa), Fab 
especifico (diluido 1:500) anti-lgG de ratón. 

Se utilizaron como controles: negativos 
filtros sin el extracto proteico H37Rv (salo 
bloqueados) y como control positivo células 
del hibridoma murino MMTBD6 (productoras 
de anticuerpos lgG anti-M tubea:u/osjs). 

Se agregó a los pozos 500 µI de 
diaminobenzldina (como cromóforo) y 
peróxido de hidrógeno (como sustrato), se 
dejó transcurrir la reacción y a los 30 min. se 
detuvo agregando 100 µI de H 2 SO• 2N. Se 
observaron los inmunopuntos a 400X en 
campo claro habiendo hecho translúcido el 
filtro Impregnándolo con aceite de inmersión. 

11) Tratamiento previo a la inmunización. 

Se administraron a ratones Balb/c machos 
los estrógenos (6 mg/kg/dia via 
subcutánea), o el disolvente los 3 dias 
anteriores (dlas -3, -2, y -1), a la 
Inmunización (dia O), con el extracto proteico 
de M tuberculosis Se procedió 
posteriormente en la misma forma que en el 
caso anterior, a la obtención de las células, 
a la realización del ensayo, el análisis de los 
resultados y su presentación. 

c) Peso del bazo en ratones 
inmunizados y tratados con 
estrógenos. 

Se estudió el efecto del tratamiento in vivo 
con estrógenos sobre el peso del bazo, en 
los mismos animales empleados en los 
experimentos del inciso anterior, en las 
mismas combinaciones de tratamiento e 
inmunización. 

Al quinto dla de la inmunización se extrajo el 
bazo en condiciones asépticas, se transfirió 
a una caja de Petri estéril previamente 
pesada, se pesó nuevamente la misma caja 
de Petri, pero ahora con el órgano y por 

diferencia se estableció el peso del bazo, se 
comparó con los de los otros tratamientos. 

I} Tratamiento posterior a la 
Inmunización. 
Se inmunizaron ratones Balb/c machos (dla 
O}, con el mismo extracto proteico de M,. 
tuberculosis por la misma vla y en fa misma 
dosis que en el inciso 2 a), se administraron 
los estrógenos (6 mg/kg/dia vla 
subcutánea), o el disolvente (aceite de 
malz}, los 3 dlas posteriores a la 
inmunización (dlas 1, 2, y 3). 

11) Tratamiento previo a la Inmunización. 
Se administraron a ratones Balb/c machos 
los estrógenos (6 mg/kg/dia vla 
subcutánea), o el disolvente (aceite de 
maiz}, los 3 dias anteriores (dlas -3, -2, y -
1), a la inmunización (dla O), con el extracto 
proteico de M tuberculosis 

d) Número de clonas secretoras 
de lgM e lgG (respuesta primaria), 
anti-H37Rv mediante ensayo FIPA. 

Se hizo el estudio en seis grupos 
cada uno de cuatro ratones Balb/c machos 
de 8 semanas de edad. Los ratones de los 
grupos 1, 2 y 3, recibieron adyuvante 
incompleto de Freund (AIF} y los grupos 4, 5 
y 6, 20 µg de un extracto proteico de 
Mvcobacterium tuberculosis (H37Rv) por via 
intraperitoneal, en AIF. Los tres dlas 
siguientes los grupos 1 y 4 no recibieron 
tratamiento, los grupos 2 y 5 recibieron el 
disolvente (aceite de malz}, los grupos 3 y 6 
recibieron DEE (Merck} 6 mg/kg/dla por via 
subcutánea disuelto en aceite de malz. 

Se obtuvieron los esplenocitos y se 
sembraron a una densidad de 1X10' 
células/pozo, se dejaron en condiciones de 
cultivo durante 4 h sobre fillros de 
nitrocelulosa cubiertos y bloqueados con el 
extracto preotelco de M tuberculosis, todo 
esto en la forma descrita en el inciso 2 b} 1). 

Al término de éste periodo se retiraron las 
células mediante vigorosos lavados con 
amortiguador PBS-T20. Se determinó el 
número de clonas secretoras de anticuerpos 
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espectficos como inmunopuntos, mediante 
el ensayo Jnmunoplaca en filtro FJPA, (MOilar 
y Borrebaeck, 1985). Las clonas positivas 
fueron detectadas mediante anticuerpos 
antHgM de ralón (especificas vs. cadena µ), 
desarrollados en cabra y anti-JgG de ratón 
(Fab especifico), desarrollados en conejo; 
ambos conjugados con peroxidasa (Sigma). 
Los lnmunopuntos fueron revelados y 
contados en la forma descrita en el Inciso 2 
b)I). 

3. Cuantificación de la actividad 
secretora in vitro de 5 hibridomas 
de células B de ratón (secretores 
delgG). 

Se utilizaron los hibridomas de células 
B de ratón: MMD6TB (anti-Mvcobactedum 
~. y L7 (anti lipoproteJna·a), 
facilitados por el Dr. Luis F. Montaña, 
Depto. Biologla Celular, Instituto Nacional de 
Cardiologla Ignacio Chavez, antl-actlna y 
antl-rlbotlmldina facilitados por el Dr. 
Jesús Calderón, Depto. Biologla Celular 
CINVESTAV, y 2C8 (anti-dinitrofenof), 
facilitado por el Dr. Enrique Ortega, Depto. 
lnmunologfa, Instituto de Investigaciones 
Biomédicas UNAM. 

a) Hibridoma MMTBD6. 

Se sembraron 2x10' células en 
placas de poliestireno (Nunc¡ de 96 pozos 
en presencia de concentraciones crecientes 
de E, ¡syntex) o DEE (Merck) en el rango de 
2x10· 3 a 2X10~ M, disueltos en etanol 
(Merck) 95%, Ja concentración final : de .: 
etanol fué de 0.01%. Después de 72 h de. 
exposición a los estrógenos, se utilizarcin· 1.ós ... 
sobrenadantes de las células · para •· · 
cuantificar la concentracion---.:_ .. ,de .. ,." 
inmunoglobulinas anti·H37Rv, •_;:, ·nie~lante. 
ELISA Indirecto. (Engvall, 1980;Wa~efield, 
1982;Boerrigter, 1983;Layton;: .1987), •·cada 
concentración fué - ensayada : { por 
cuadruplicado. • : , .; ::._ 

En forma sJmultáneá se hl;o el ~lsmo 
ensayo para evaluar Ja vlabU/dad medlánte 
ensayo calorimétrico ·de la .• reducción de 

MTT (Mosmann, 1983), agregando 20 µI de 
una solución de MTT (5 mg/ml en PBS 
estéril), incubando 4 hr a 37ºC, al término de 
los cuales se desecharon Jos sobrenadantes 
y se agregó una solución de isopropanol 
ácido (0.04 N/HCI en isopropanol), agitando 
vigorosamente para disolver Jos cristales de 
formazán del MTT, se leyeron las placas en 
un lector de mlcroplacas Blotek el311 a 570 
nm contra un filtro de referencia de 405 nm. 

La cuantificación por ELISA se realizó 
cubriendo placas de 96 pozos de fondo 
plano (Nunc·Maxisorp) con 2 µg de extracto 
proteico de filtrado de cultivo de 
Mvcobacterium tuberculosis cepa H37Rv, en 
amortiguador de carbonatos (0.1 M pH 9.6, 
100 µJ), secadas con vaclo (bloqueadas con 
gelatina DIFCO 0.1 % en el mismo 
amortiguador de carbonatos 150 µJ, toda Ja 
noche a 4ºC), lavadas con PBS-T20 5 
veces, se agregaron 100 ¡d del 
sobrenadante de cada pozo de los 
diferentes tratamientos. Se incubaron 
durante 4 h a 37ºC en agilación, se lavaron 
10 veces con PBS-T20, y se agregó un 
anticuerpo (JgG) de cabra anti-lgG de ratón 
(conjugado con peroxidasa) Fab especifico, 
diluido 1 :1500. 

Después de 1 h de Incubación se lavó 
a veces con PBS-T20 y se agregó 100 
¡11/pozo de una mezcla de ortofenilendiamlna 
(cromógeno) (Sigma)(40 mg/100 mL y 150 
µU100 mL de peróxido de hidrógeno al 30% 
(sustrato)(Merck), disueltos en amortiguador 
de citrato-fosfato pH 5.4. Se detuvo Ja 
reacción· con 50µ1 de H 2 SO , 2M . Se leyó 

.. •Ja placa en uri lector de mlcroplacas Biotek 
. ·¿.el 311 a una longitud de 492 nm contra un 
' •,•,filtro de referencia de 630 nm. La cantidad 
·:.de .'color desarrollado en 30 minutos fué 

proporcional a la cantidad de anticuerpo 
•·presente en el sobrenadante. 

El estandard de lgG de ratón fué _. 
purificado de suero de ratón Balb/c por 
medio de cromatografla de afinidad por 
columna de protelna A, la pureza del 
estandard fué evaluada por electroforesis en 
geles de poliacrilamida-SDS, y Ja . 
concentración de protelna determinada por 
el método de Bradford. Se cubrió una placa . 
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en concentraciones de 100 pg a 2 µg/pozo, 
el estandard fué detectado por el mismo 
conjugado cabra-peroxidasa anti-JgG de 
ratón (Fab especifico), diluido 1:1,500, que 
se utlllzó para cuantificar Jos sobrenadantes. 

Se utilizó el mismo cromógeno y 
sustrato que para el ELJSA de Jos 
sobrenadantes, se compararon las 
absorbancias de la curva estandard con las 
de los sobrenadantes y asl se obtuvieron las 
concentraciones de lgG en µg/ml, 
posteriormente se expresaron como un 
Indice al relacionarlo con los controles 
respectivos. 

b) Hibridomas anti-actina y anti­
ribotimidina. 

Se procedió en la misma forma que 
en el inciso 3 a), para evaluar la actividad 
secretora y la viabilidad. Se procedió a 
cuantificar las lgG totales en Jos 
sobrenadantes de Jos pozos con los 
diferentes tratamientos, debido a que no 
contábamos con antlgeno puro para cubrir 
las placas, por Jo que se cubrieron con 
anticuerpo JgG de cabra fragmento F(ab), 
antf.JgG de ratón (Cappel) 2µg/pozo en Ja 
técnica habitual. Se usó para detectar la lgG 
de los sobrenadantes como segundo 
anticuerpo JgG de conejo conjugado a 
fosfatasa alcalina, anti-lgG de ratón 
(molécula completa)(Sigma), y como 
sustrato paranitrofenilfosfato 10mM, 
dletanolamina 1M, MgCJ 2 0.25mM, en 
Tris/HCJ 0.1M, NaCI 0.1M a pH 9.8. Se 
detuvo Ja reacción con 50 µI de NaOH 3N. 

Se utilizó como estandard JgG de 
ratón grado reactivo (pureza PAGE/SDS~ 
95%)(Sigma), de acuerdo a la técnica 
descrita previamente. 

Se leyó Ja placa en un . lector de 
microplacas Biotek el311 a 405 nm .contra 
un filtro de referencia de 630 nm. · 

e) Hibridoma anti-dinitrofenol'. . 
Se procedió en la mlsmá fonná·. que 

en el inciso 3 a), para evaluar la actividad 
secretora y Ja vlabllidad. (se extrajo el MTT­
fonnazán con DMSO). 

La cuantificación por ELISA se realizó 
cubriendo placas de 96 pozos de fondo 
plano (Nunc-Maxisorp) con 100 µI de 
albúmina bovina fracción V al 1 % (en 
amortiguador de Trls/HCJ 0.125 M pH 9.5) 2 
h a 37'C, y uniéndola covalentemente a 
ácido teJranitrobenzensulfónico (Easlman, 
Kodak) 100 µUpozo 1 mM (en amortiguador 
de boratos) 1 h 37'C. Se agregaron Jos 
sobrenadanJes de Jos pozos de las células 
del hibridoma, expuestas a los diferentes 
tratamientos. Se Incubaron durante 4 h a 
temperatura ambiente, se lavaron 10 veces 
con PBS-T20, y se agregó un anticuerpo 
(lgG) de cabra (conjugado con peroxidasa), 
anti-JgG de ratón (Fab especifico), diluldo 
1:1500. Se revelaron con el cromógeno, el 
sustrato y en la forma descrita en el inciso 3 
a). 

d) Hibridoma anti-lipoproteina-a 
(L7). 

Se procedió en Ja misma forma que 
en el inciso 3 a), para evaluar la actividad 
secretora y Ja viabilidad (se extrajo el MTT­
fonnazán con DMSO). 

Se utilizó como estandard lgG de 
ratón grado reactivo (pureza PAGE/SOS~ 
90%)(Sigma), Se hizo una cuiva cubriendo 
placas de poliestireno maxisorp (Nunc) con 
0.150 a 2.5 µg/pozo en amortiguador de 
carbonatos, bloqueando con albúmina 
bovina y detectando con anticuerpo de 
cabra (conjugado a peroxidasa) anti-JgG de 
ratón (Fab especifico), diluido 1:1500. 

La cuantificación por ELISA se realizó 
cubriendo placas de 96 pozos de fondo 
plano (Nunc-Maxisorp) con 2 ¡1g de 
Llpoprotelna-a, en amortiguador de 
carbonatos, incubando toda la noche a· 4ºC, 
se bloquearon con albúmina bovina fracción 
V 1 % en el mismo amortiguador de 
carbonatos. 

Se cuantificaron en Jos sobrenadantes 
de las células Ja cantidad de 
inmunoglobulinas; · cada tratamiento fué 
ensayado por cuadruplicado. Se detectaron 
las lnmunoglobullnas con el mismo 
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anticuerpo que el estandard. Se revelaron 
con el cromógeno, el sustrato y en la forma 
descrita en el Inciso 3 a). 

Análisis estadístico 
Se utilizó para el análisis estad/stico 

de los resultados la prueba de t de Student 
cuando se compararon dos grupo de datos 
con varianzas homogéneas {según la 
prueba de F de Fisher); Cuando las 
varianzas fueron heterogéneas, se empleó 
la prueba de Mann-Whitney. Cuando se 
comparó un grupo testigo con varios grupos 
tratados, se empleó la prueba de Dunnett. 
En el caso en que las distribuciones 
discrepaban significativamente de una 
distribución normal, se empleó la prueba de 
Kruska/- Wallis. El programa usado para 

efectuar estas pruebas rue el de SlgmaStat 
F.W. V 1.0 de Jandel Scientific para 
computadora personal. Para la comparación 
de cuentas con distribución de Poisson, se 
empleó la prueba bilateral correspondiente 
{Zar). Las regresiones fueron estimadas por 
método de los mlnlmos cuadrados, se 
calcularon los análisis de varianza 
correspondientes as/ como los limites de 
confianza al 95% La fuerza de asociación 
lineal entre las poblaciones {estimación de 
p2 

) fué estimada de acuerdo a la ecuación 
de Hayes {Hayes). Para elaborar las 
gráficas se empleó el programa para 
computadora personal SigmaPlot F.W. V 
2.01 de Jandel Scientific. 
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VI.- RESULTADOS 

1.· Efecto de Estrógenos en la Actividad 
Fagocitarla in vitro. 

Se observó estimulación por el tratamiento 
in vivo de ratones tratados con DEE, en Ja 
actividad fagocitaria de macrófagos perito­
neales residentes (Fig. 1 ). En contraste el 
tratamiento in vitro con DEE de la misma 
estirpe celular. tuvo un efecto depresor en 
todo el rango de concentraciones estudiadas 
(Fig. 2), No hubo diferencias estadlsti­
camente significativa entre el E2 y el DEE. 

a) Actividad fagocitarla medida con mé· 
todo calorimétrico 

REDUCCION DE AZUL DE TETRAZOLIO POR 
MACROFAGOS PERITONEALES RESIDENTES 
DE RATONES TRATADOS DURANTE 72h 

¡¡030 

í 9 025 

~ 020 

jj 0.15 

i 0.10 

L. 
ACEITE º" 

Flg.1. Actividad fagocitaria de macrófagos 
peritoneales residentes de ratones tratados 
con aceite de malz (disolvente) o con DEE 
durante 72 h (~mediana 104%, P=0.0001,t 
student). 

REDUCCION DE AZUL DE TETRAZOLIO 
POR MACROFAGOS PERITONEALES RESIDENTES 

EXPUESTOS l/JJiJIB!2 A DEE V E2 (24h) 

~ "' 
i 
!l"' 3 

I '" 
~ "" 

O ·ti •10 •I -8 .7 .e ·!I -4 

CONCENTRACION De EllTROOE.NO 2X10 I• nJ M 

Fig.2. Actividad lagocitaria de macrófagos 
peritoneales residentes de ratón, expuestos 
in vitro a etanol (disolvente), E, o DEE du· 
rante 24h. 

La exposición in vitre de macrólagos perito­
nea/es residentes de ratón, a DEE dis­
minuye la actividad fagocltaria (73.3% 
p<0.05 • Dunnelt). El efecto depresor fue 
semejante para todo el rango de concentra· 
cienes estudiadas (no dosis-dependiente). 
No se observaron diferencias estadfsti· 
camente significativas entre E2 y el disol­
vente o E2 y DEE. 

· b) Actividad fagocitarla medida por el 
número de partfculas fagocitadas 

Se comparó el número de partlcu/as de látex 
fagocitadas por macrófagos de la llnea 
J774A.1 expuestos durante 18 h (figuras 3 y 
4) o durante 30 min (figuras 5 y 6) al suero 
de ratones tratados con DEE o el disolvente 
(aceite de malz). No se observaron diferen­
cias significativas entre las medianas de los 
grupos, los cuales no presentaron una dis· 
tribución normal, por Jo que se elaboraron 
pol/gonos de frecuencias con el objeto de 
Intentar observar un posible desplazamiento 
de Jos pollgonos, en cuanto a los rangos del 
número de partrculas fagocitadas, pero tam­
poco se observaron diferencias Importantes. 
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EFECTO DEL SUERO DE ANIMALES TRATADOS 
lliJlJ)JJA EN LOS MACROFAGOS MURINOS DE 
LA LINEA J774A,1 EXPUESTOS 18h, 

ACEITE OEE 

SUERO DE ANIMAW TRA TAOOS 

Fig.3 
Se muestra el nllmero de partlculas fago­
citadas que corresponden a los percentlles 
5, 25, 50, 75 y 95 para cada grupo (n=50). 

EFECTO DEL SUERO (18h) DE ANIMALES 
TRATADOS EN LA FAGOCITOSIS DE LATEX 

POR CELULAS DE LA LINEA Jn4A.1 
DE MACROFAGOS MUR/NOS 

·1 3' ··.e·· B 

RANGÍ:>s-oa ÑuMERC>oe PARTICUu.5 io 8¡¡) , . 
,FAGOClfADASf'ORCELIJl.A -

Flg. 4. Pollgonos d~ frecúenci~s corresp~ri­
dientes a la Flg. 3. Rangos: 1(0.·a 4), 2(5 a 
9), 3(10a14); 4(15 a 19); 5(20 a 24) y 6(25 
a 29). · · · - · · · 

~ .. ··-~~J= ~EN LOS MACROFAGOS MURINUS DE 
LA LINEA J774A.1EXPUESTOS30 mln. 1

1 i ,., 

1 : 
i : 
~ 
! .. 
~ 
~ " 
i ·~~~~~~~~~~~ 

SUERO DE ANIMALES TAATAOOS 
SUERO DO\llNO ACEITE DEE \ 

Flg.5" Se muestra el nllmero de partl9ulas 
fagocitadas que corresponden a los percen­
tiles 5, 25, 50, 75 y 95 para cada grupo 
(n=200). 

EFECTO DEL SUERO (30mlnJ DE ANIMALES 
TRATA DOS EN LA FAGOCITOSIS DE LA TEX 

POR CELULAS DE LA LINEA J774A.1 
DE MACROFAGOS MURINOS 

O l. Z J.'4 ·5 B .7 1 

. • IVoHGOS De HUMERO DE PAA:TICUlAS (D 811) 
;' .F,A.!J:O<'.IT~.PORCELULA 

•· ~ig: 6 Po1ig~nos ci~ fr~~uencias correspon­
dientes a la Fig. 5 .. Rangos: 1(0 a 19), 2(20 a 
39), 3(40 a 59), 4(60 a 79), 5(80 a 99) y 
6(100 a 119, 7(120 a 139), 8(140 a 159), 
9(160 a 179), 10(180 a 199) (n=200 por 
grupo).·· · · · 



Las células expuestas durante 30 min a sue­
ro de ratones tratados con aceite o DEE en 
aceite, presentaron actividad fagocitarla sig­
nificativamente mayor (a mediana de 35.B y 
47.1% respectivamente; p<0.0001 Kruskal­
Wallis). que las células tratadas con suero 
bovino fetal. 

e) Número de células NBT positivas 

Los experimentos para cada estrógeno y 
cada rango de concentraciones, fueron 
corrridos separadamente y se graficaron 
juntos, esto explica las diferencias en los 
valores control en cada una de las gráficas. 

La exposición de las células a E2 o DEE a 
concentraciones de 2x10·" M a 2x10·• M 
durante 3h, no afectó el porcentaje de célu­
las NBT-positivas (datos no mostrados). Los 
efectos de exposiciones más prolongadas 
(24h), se muestran en la Fig.7. A la concen­
tración de 2x10·" M (la concentración más 
peque~a estudiada) se incrementó el por­
centaje de células NBT-positivas, hasta en 
150% (p<0.01) con E2 y 405% (p<0.01) con 
DEE. Los efectos de esta concentración y 
de concentraciones 10, 100 y 1000 veces 
mayores, no difirieron significativamente 
entre si (p=0.84 para E2 y p=0.93 para 
DEE). 

CURVA DOSIS-RESPUESTA REOUCCION DE NBT 
POR CELULAS DE LA LINEA J774A.1,EXPUESTAS 

24h A ESTROGENOS • 

.~ .• '.: ... ~ .. • r-~cu·\~ _.,. 
o· SCll.V«E : 
o sa.ve.,.· 

' COHCl!HfRACltm,llf:UTAOOfHO~UI0 1 '° 1 M 

Fig .. 7. Excepto donde.se Indica con n.s., las 
diferencias con respecto a /os valores con; 
trol fueron significativas (p<0.01) (n=BX10 
células por concentració). 

Con concentraciones mayores (de 2x10·• M 
a 2X10 .. M), exposiciones también durante 
24h, los porcentajes de células· NBT-posi­
tivas disminuyeron linealmente hacia .Jos 
respectivos valores control, con incrementos 
logarltmicos en las concentraciones de 
estrógenos (Fig. B); para E2 ;· est. p2 = 0.76, 
componente lineal p<5X10~ ·;.componente 
no lineal n.s.; para DEE, est. p2 = 0.93, com­
ponente lineal p<5X10~ , componente no 
lineal n.s. · ·· · · · · 

CURVA OOSIS·RESPUESTA REDUCCION DE NBT 
POR CELUl.AS DE LA LINEA J774A.1 EXPUESTAS 
24h A ESTROGENOS 

o / -~ 
CONClHflU.~NDl!HTllOOllolO IDg UI0 1. 01 '1 

Flg. B. Se muestra el comportamiento lineal 
que siguen las células conforme al incre­
mento Jogarltmlco de las concenlraciones de 
estrógenos, hacia los valores control 
(n=BX10 3 células por concentración). 

Con concentraciones aún mayores (de 
2X10 .. M a 64X10 .. M), los porcentajes de 
células NBT-positivas continuaron disminu­
yendo linealmente con incrementos logarlt­
micos en las concentraciones de estrógenos 
hasta valores menores a los de las células 
conlrol, (Fig. 9); para E, est.p2 = 0.94, com­
ponenle lineal p<1X10~ , componente no 
lineal n.s.; para DEE est.p2 = 0.72, compo­
nente lineal p<2X10 .. , componente no lineal 
n.s. 

21 



CURVA DOSIS·RESPUESTA REDUCCION DE NBT 
POR CELUL\S DE LA LINEA J77-4A.1 EXPUESTAS 
2-4h A ESTROGENOS 

i 
i 10 

~~ 
8 

i 
Flg. 9. Comportamiento concentración-de­
pendiente con Incrementos logarltmlcos de 
las concentraciones de estrógenos hacia ~ 
por abajo de los valores control (n= 8X10 
células por concentración). 

Exposiciones durante un tiempo más pro­
longado (72h) a concentraciones de DEE 
semejantes a las de la Fig. 9, disminuyeron 
linealmente los porcentajes de células NBT­
positivas a valores menores al del valor 
control (Flg. 10), con aumentos logarltmlcos 
en las concentraciones de DEE; est. p2 = 
0.57, componente lineal p<6X10"7

, compo­
nente no lineal n.s. 

CURVA DOSIS-RESPUESTA REDUCCION DE NBT 
POR CELULAS DE LA LINEA J77-4A.1 EXPUESTAS 
72h A ESTROGENOS 

• DEE 
-p'.O.J7 

O SOi.V.CEE 

D ,'! ! ! 1~ u ~ 
CONCl!NTllACIDHtl!HTRDQUIO 1~1110 .. MI 

Fig.10, Efectos de la exposición a DEE du­
rante 72h continúan presentando las células 
un comportamiento concentración-dependi­
ente, pero ahora por debajo del valor control 
(n= 8X1 O 'células por concentración). 
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2.· Producción de anticuerpos. 

a). Efecto del tratamiento con estrógenos 
en los niveles sangufneos de lgG anti­
H37Rv. 

Se esludló el efecto de la administración de 
estróg~nos (durante 3 dlas), en la fase 
primaria de la respuesta inmune del ratón 
inmunizando (dla O), con el extracto protelc~ 
de Mvcobactenum tubercutosis Se evaluó la 
respuesta midiendo mediante ELISA 
indirecto, los anticuerpos lgG antl-H37Rv en 
el sue~o, los dlas 5 (Fig. 11) y 17 (Fig. 12), 
postenores a la inmunización. No se 
observaron diferencias estadlsticamente 
significativas entre los tratamientos ni entre 
los tratamientos y el grupo control a ninguno 
de los dos tiempos estudiados. 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESmOGENOS 
EN LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS 
ESPECIFICOS (lgG anU-H37Rv) DIA rito. 

POSTERIOR A LA INMUNIZACION. 

-1.7 .:z.o •2.3 -2.6 ·2.9 -32 -3,5 

log d• I• mlproca de I• dilución de lo. •u•o• 

Fig. 11. ELISA Indirecto para evaluar el 
efecto del tratamiento con E2 y DEE 
(durante los dias 1, 2 y 3), sobre la 
producción de anticuerpos JgG anti·H37Rv 
(fase primaria), evaluada en el suero el dla 5 
posterior a la inmunización. No se 
encontraron diferencias estadlsticamente 
significativas entre los sueros de ratones 
tratados y los de ratones testigos 

EFECTO DEL TRATAMIENTO 11J..JOYJJ. 
POSTERIOR A LA INMUNIZACION CON 
H37Rv, EN LOS NIVELES SERICOS DE 
lgG 17 DIAS DESPUES DE INMUNlZAR 

o.o ~~....c.~~~....c.~...::.:lL-...J 
·1.7 -2.0 -2.3 ·2.6 •2.9 -3.2 ·3.5 

logdtJ1recfproc.iid1ltdllucl6ndalo11u1ro1 

Fig. 12. ELISA indirecto para evaluar el 
efecto del tratamiento con DEE (durante los 
dlas 1, 2 y 3), sobre la producción de 
anticuerpos lgG anti-H37Rv (fase primaria), 
evaluada en el suero el dla 17 posterior a la 
Inmunización. No se encontraron diferencias 
estadisticamente significativas entre las 
pendientes de las regresiones lineales de 
los sueros de ratones tratados y los de 
ratones testigos. 

b). Efecto de dos combinaciones de 
tratamiento con estrógenos e 
Inmunización en el número de clonas 
secretoras do lgG antl-H37Rv. 

Se estudió el efecto del tratamiento con 
estrógenos en ratones (durante 3 dlas), 
posterior o previo a la inmunización (dla O), 
con el extracto proteico de Mvcobacten'um 
tuberculosis mediante ensayo 
inmunoenzimético de punto en filtro (FIPA), 
para cuantificar el número de células 
secretoras de anticuerpos lgG anti-H37Rv, 
con el objeto de tratar de correl~cionar los 
resultados con los de los niveles sangufneos 
circulantes de anticuerpos anti-H37Rv. para 
determinar si los niveles sangufneos de 
anticuerpos, correspondlan a incrementos 
en el número de células secretoras (si es 
que los estrógenos tienen efecto estimulante 
de la proliferación), o a incrementos en la 
secreción de los anticuerpos por estas 
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células (si es que los estrógenos tienen 
efectos intensificadoras de la producción). 

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS~ 
POSTERIORES A LA INMUNlZACION CON 

H37Rv SOBRE EL No, DE CELULAS 
SECRETORAS DE lg(J, 5to. DlA 

POSTERIOR A LA INMUNIZACION 

"'e---------~ 

.. B 
ACEITE 

TAATAMIENTO!tt.l!riQ 

, Fig. 13 Efecto del tratamiento con E2 y DEE 
(durante los dlas 1, 2 y 3), sobre el níimero 
de células secretoras de lgG anti-H37Rv 
evaluado mediante ELISPOT, al 5' dla 
posterior a la Inmunización (dla O). El 
incremento de 18% en los animales tratados 
con DEE respecto al grupo control tratado 
con el disolvente, no fue estadísticamente 
significativo. Los esplenocitos provienen de 
los animales cuyos dalos se presentaron en 
la figura 11 (n=4). 

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS LtiYM2 
PREVIOS A LA INMUNIZACION CON Hl7Rv 
SOBRE EL No. DE CELULAS SECRETORAS 

DE lgG. AL S- DIA DE LA INMUNIZACION 

Fig. 14 Efecto del tratamiento con DEE 
(durante los días -3, -2 y -1 ), sobre el 
níimero de células secretoras de lgG anti­
H37Rv al día 5° posterior a la inmunización. 
No se observaron diferencias estadís­
ticamente significativas (n=3). 

c). Efecto de dos combinaciones de 
tratamiento con estrógenos e 
ínmunízacíón en el peso del bazo. 

Se estudió el efecto de las combinaciones 
de tratamiento con estrógenos e 
inmunización con el extracto proteico de 
Mvcobaaterium tuberculosis para tratar de 
identificar una posible correlación entre el 
número de células secretoras de 
inmunoglobulinas anli-H37Rv y el peso del 
órgano esplénico, al 5° día posterior a la 
inmunización, en los mismos animales. En 
ninguna de fas dos combinaciones; de 
tratamiento posterior (Fig. 15), o previo (Fig. 
16), a la inmunización, se observaron 
diferencia9 estadísticamente significativas 
entre los tratamientos. 
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EFECTO DEL TRATAMIENTO llLYJJll2 
POSTERIOR A LA INMUNIZACION CON 
H37Rv EN EL PESO DEL BAZO AL tito. 
DIA POSTERIOR A LA /NMUN1ZACION 

E3 B E:3 

TAATAMIENTQ«tlT{g 

Flg. 15. Efecto del tratamiento con E2 y DEE 
(durante los dtas 1, 2 y 3), sobre el peso del 
bazo al 5° dla posterior a la inmunización. 
El incremento ponderal de 29% del grupo 
tratado con DEE con respecto al control no 
fue estadlsticamente significativo (n=4). 

EFECTO DEL TRATAMIENTO IN...YJW_ 
PREVIDA LA INMUNIZACION CON H37RY 
EN EL PESO DEL BAZO AL tito. DIA 
POSTERIOR A LA INMUNIZACION 

ACEITE CEE 

TRATAMIENTO/ltY.M2. 

Fig. 16. Efecto del tratamiento con DEE 
(durante los dlas -3, -2 y -1), sobre el peso 
del bazo al 5º dla posterior a la 
inmunización. No se observaron diferencias 
estadlsticamente significativas (n=3). 

d). Efecto del tratamiento In vivo con DEE 
sobre el número de clonas secretoras de 
lgM e lgG anll-H37Rv. 

Nuestros resultados preliminares que se 
presentan en la Tabla t y Fig. 17, muestran 
que en los grupos que no recibieron el 
antfgeno (grupos 1,2 y 3), con los diferentes 
tratamientos, el número de clonas secreto­
ras de anticuerpos lgM e lgG fué semejante. 
En los grupos que recibieron el antlgeno 
(grupos 4, 5 y 6), et número de clonas 
secretoras de anticuerpos lgM e lgG fue 
considerablemente mayor. No hubo 
diferencias significativas en el número de 
clonas secretoras de anticuerpos lgM con 
los diferentes tratamientos (grupos 1, 2 y 3), 
ni entre el número de clonas secretoras de 
lgG (grupos 4 y 5), tratados con antlgeno o 
con antlgeno y solvente. Comparado con el 
grupo tratado con el solvente (grupo 5), el 
número de clonas secretoras de lgG del 
grupo tratado con DEE (grupo 6) fue 2.6 
veces mayor p<0.0002 (2). 

NUMERO DE CLONAS SECRETORAS DE 
ANTICUERPOS /gM e lg ANTl·H37Rv 
DETECTADAS AL&' OIA MEDIANTE 

INMUNOENSAYO ENZIMA TICO EN FILTRO. 

3'°r;:======::=;-~~~--, 
~ ~AIF 
j5' 6\DAJF•IOl..Y 
~ 50 E3 AIF•lot.V•DEf 

3 40 

lgM JgO lgM lgO 
llN AHTIOtNO CON ANTIGENO 

Fig. 17 Efecto del tratamiento in vivo con 
DEE (durante los dlas 1, 2 y 3), después de 
la administración de AIF, o de la 
inmunización con el extracto proteico de 
Mvcobacteriurn WbercuJosis en AIF, sobre el 
número de células secretoras de 
inmunoglobullnas tgM e lgG. Debido a que 
se comparan cuentas se utilizó la prueba de 
dos muestras con distribución de Poisson 
(n=4). 
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TABLAI 

EFECTO DEL TRATAMIENTO /Ji.JD)fQ_CON DEE SOBRE EL NUMERO DE 
. CELULAS SECRETORAS DE INMUNOGLOBULINAS lgM e lgG ANTl-H37Rv. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

l TRATAMIENTOS 

1 DIA l 1 

lANTIGENO lo 

1 ADYUVANTE j O 1 + 

1 DEE 6mg/kg/día l 1,2 y 3 1 

1 ACEITE DE MAIZ ) 1,2 y 3 ) 

) ISOTIPO lgM 1 CINCO l 6 

j ISOTIPO lgG 1 CINCO 1 3 

) 'P<0.0002 

1 GRUPOS 

·. I+ 

)+ I+ 

• RESULTADOS 
' ~. ~ ·:~-

No. de clonas positivas en BX10 
esplenocitos 



3.· Exposición in vitro a estróge­
nos, de 5 hibridomas de células B 
de ratón, secretoras de lgG. 

. Se estudió el efecto in vitre del E2 o DEE, en 
Ja secreción de inmunoglobulinas, en Ja 
viabilidad celular y en el crecimiento. 

a) Hlbrldoma MMTBD6. 

Se estudió el crecimiento y la viabilidad celu­
lar de éste hibridoma en presencia del disol­
vente (etanol), y no se observó que fueran 
afectados (Fig. 18), posteriormente se esta­
blecieron las condiciones para cuantificar 
indirectamente las concentraciones de anti­
cuerpos en los sobrenadantes de los culti­
vos con un estandard comercial (Flg.19), y 
posteriormente se estudió el efecto de los 
estrógenos en este hlbridoma. 

CURVA DE CRECIMIENTO DEL HIBRIDOMA 
MURINO MMTBD& 

0.150 
,¡¡ 

i 2 i 0.125 ~ 

E 0.100 2 ~ 
1 0075 

a 
o.oso ,l'l 

~ 0.025 1 
o.ooo 

48 72 

:1e'~".'º tirf. <- ' 

Fig. 18. El crecimiento de éste hibridoma en 
presencia. de etanol, durante todo el periodo 
de estudio sigue una fase exponencial, se 
evaluó mediante la reducción del MTT, El 
disolvente no afecta el crecimiento. 

CURVA ESTANDARD lgG DE RATON 
DETECTADA CON ELISA INDIRECTO 

•.•.-----------
º·' 

~ o.a 

~ 0,7 

~ .. 
H º' 
104 

e 
10.1 

º' L....~0~0-.,0~ .• -.~.-.~ .• -.~.-~ ... ~ 
CONCEHl'RACIOND!:ESTANDARO llgGJ fl(l/po.l:o 

F/g. 19 Se estableció ésta curva estandard 
para calcular las concentraciones de las 
determinaciones de los sobrenadantes de 
los cultivos del hibridoma MMTBD6, e Indi­
rectamente cuantificar las concentraciones 
de los mismos. 

Los efectos del E2 sobre la secreción de in­
munoglobulinas en el hibridoma MMTBDB se 
presentan en la tabla 11. El E2 aumentó Ja 
secreción de lgG en forma concentrac/ón­
dependiente. El efecto estimulante en el ex­
perimento 1, se observó con 2X10 ·10 M (Fig. 
20), y fué hasta de 64% con 2X10 "'.M 

CURVA DOSIS-RESPUESTA HIBRIDOMA MMD& 
EXPUESTO 72h A E1, EFECTO SOBRE 

LA SECRECION DE lgG, Jo$;i;1 
~ 

Ff -~I • .. ~. -~ 11 i:: f .•• ~.. . .. 

l 1. ,, 1 1 1 1 1 1 1 i 1 f 
ooi....y,. •11 •H •11 •10 .f -1 •1 · -t .¡ .' ~ 

COHCVITllACICllllDCt¡ ... U"l•R)J.I 

Fig. 20 Res~ltado~ de( ~xperlmento 1, el 
ensayo se realizó por cuadruplicado, no se 
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muestra la curva con DEE, ya que no se 
observó diferencia estadlsticamente signifi­
cativa con respecto a su control de disolven­
te. 

En el experimento 2 (Flg.21), el Incremento 
máximo ocurrió a una concentración de E2 
más pequena 2X1 O ·• M y fué de mayor 
magnitud (255%). Aumentos adicionales en 
las concentraciones de E2 produjeron con­
centraciones de lgG progresivamente meno­
res (Flgs. 20, 21 y 22). 

Fig. 21 Resultados del experimento 2, se 
reallzó el ensayo por cuadrupllcado, no se 
presenta la curva con DEE, ya que no se 
observó diferencia estadlsticamente signifi­
cativa con respecto a su control de disolven­
te. 

Los resultados del tercer experimento, he­
cho por octuplicado (Fig. 22) se expresan 
como la razón entre el promedio de las con­
centraciones en los pozos expuestos a E2 y 
el promedio de las concentraciones en los 
pozos control. Con E2 a la concentración de 
2X10 ·• M la razón fue de 1.73 (p<0.05). 
DEE adicionado a los cultivos en el rango de 
2X10 .. a 2X10 ·7 M no incrementó la secre­
ción de lgG. 

CURVA DOSIS-RESPUESTA HIBRIDOMA MMOI 
EXPUESTO 72h A E1 O DEE, EFECTO SOBRE 
LA 8ECRECION DE lgG. 

o .1) •12 •11 •10 ·• -e •7 -e .s -4 °0 

COlrqlmW:CIN O« UtllOcKHo 1ot IX1d"' M 

Flg. 22. Obtención del Indice de estimula­
clón con E2 al dividir la concentración obte­
nida de lgG para cada tratamiento con res­
pecto a s~ control de disolvente (n=S). 

28 



TABLAll 

EFECTO DEL E2 SOBRE LA SECRECION DE lgG DEL HIBRIDOMA MMTBDS 

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 

(lgG] :t:e.e.m. 6%* p•• (lgG) :t:e.e.m /J.%* p•• 

1.38 :1: 0.32 0.58 :1: 0.27 

4 ns· '0.99 :1: 0.10 71 ns 

2x1o·'J:~ ··.; ;.1:35±0.13, · ·~ o ··.ns. ..1.03±.~:2~.:;,, . ..• ~2: 

2Mó:10rL 2.04:1:0.39 <L4s ns 1.36:1:0.11··: 134 
V<Ia·~t. : · 2.os¡b.13• \ 4,9 ·•_< __ ·º .. ·º5 .;1.i;~oJ?_ .. :_ •. :x2~~-·· 

•'> ',¡'• " i:·-' ;~,:,', ~;e«:··· 

2~1ir",~ .:'. · ··2.01:1:0.36';· <so '<o.o5 ' 2.06'±0.24•:¡. :• 25; 
"·;· :·":: '~' . . . : ::·_; . - ,.,, _; >'.' .. '·.· . . "\~'..: -~-:>'" 

2Xio"7 M 2.26 :t:o.29 :. 64 ;iio.05'.. ;jfae ±():23'; \)' 186 <0.05 

2X10~·~ • • :2.1i~.~:;~:} ;.. si} ~~.o'~ \·~~<~;·.~6·.o~~: \51~~: · <0.05 

2x
.1>0•• .• ,M· ·· .. ··•···•.•• ·'157':1:·0.:2;4•:.·· 2·1:.•· ' ..•.... :n:s" ·_-,· .. <.'1.;~_::1:~;26!···.\160. ns 

·:co• • ·, ' ;.:: .. .;· ,,... .•,:: '·•· '· <¡Y••· . ,....... " 

. 2~~o"'rv1 ... · : o.~7±ó'}9.: ' .;: ;r ·1~s :. · 1.o.1'±cu32' .···.···· 72 
. ,.; 

ns 

ns 

<0.05 

<0.05 

ns 

• ·--.' º"._-. 

n'=4 

* diferencia. pbrcentu~I con re~pecto al control 
. . . -· 

** DÚNNETT vs. control 
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En los demás hibridomas estudiados; anti­
actina {Flg. 24), anti-ribotimidina {Fig. 28), 
anti-dlnltrofenol {Fig. 32) y anti-lipoprotefna­
a {Fig. 35), no se observó incremento en la 
secreción de anticuerpos, dentro del mismo 
rango de concentraciones de los estrógenos 
que produjeron efecto estimulante en el hi­
bridoma MMTBD6. Tampoco se observó 
Inhibición en la proliferación celular {Flgs. 
25-27, 29-31 y 33 excepto en el hlbridoma 
L7, esta fué atribuible al efecto del disolven­
te {Fig. 36, p<0.001, Dunnett). 

b) Hfbrldomas antl-actlna y antfrlbotrmf­
dtna. 

Se estableció un ELISA indirecto para poder 
cuantificar las lgG totales en los sobrena­
dantes de los cultivos de estos hibridomas 
{Flg. 23), al no poder contar con los antrge­
nos para cuantificar los anticuerpos especl­
ficos. 

CURVA ESTANDARD JgG DE RATON 
DETECTADA CON ANTIGLOBULINA 
CONJUGADA A FOSFATASA ALCALINA 

o.so~--------~ 

O.B5 

:: O.BO 

i ~:~~ 
¡¡ º·" ij 0.60 

1 ~::~ 
1 0,45 
~ _0.40 

• 

/ 
,o.as 1 1 1 1 1 1 

0.30 L_ --3L..1 -'.,'--..J12C...5.-J25_0_500...L...-1-UOOO 

CONCENTRACION DEL ESTANDARD 
nanogramcs dll lgG/pozo 

Fig. 23. Establecimiento de las condiciones 
de un ELISA indirecto tipo sandwich, para 
determinar la cantidad de lgG total en los 
sobrenadantes de los cultivos {n=6). de los 
hibridomas anti-actina y anti-ribotimidina, 
validación del sistema de medición. 

HIBRIDOMA ANTl-ACTJNA EXPUESTO 
. 72hAE2 0DEE. 

EFECW so.eRE _LA SEC.RECION DE lgG 

·10 ·9 ·B .7 

CONCENTRACION DE ESmOGENO 
log2JUo 1 .. 'M 

Fig. 24. Efecto de los estrógenos en ta se­
creción de lgG in vitro en el rango de con­
centraciones que se observó efecto en el 
hibridoma MMTBD6, no se observaron dife­
rencias significativas con respecto a sus 
controles. 

HISRIDOMA ANTl·ACTINA EXPUESTO 72h 
A E1 EFECTO EN EL CRECIMIENTO 

o.a .....r-;;o:--;;: ... ;;;,1---ie---...:...~ 

0.7 

r º·ª 
~ 
¡¡ 0.5 

;\ r4 
~ 0.3 

0.2 

-Solllp1-0.14 
• E,2nM 

••.••• e_2nMp1..aoo 
• Ea200nM 

-- e_200nMp1ao.ee h 

· ,TIEMPO hr' 

_.·. :··---.;.: .-;-_; .; .· . 
Flg. 25 Efecto de_ dos cóncentraciones de E2 

sobre el crecimiento de. éste hlbridoma, no 
se 'observó diferencias significativas de los 
grupos tratados con respecto a el control de 
disolvente a los diferentes tiempos estudia­
dos {n=4). 
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HIBRIDOMA ANTl·ACTINA 
EXPUESTO 72h A DEE ., 
EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO 

" 

Flg. 2.6. • Efecto de dos concentraciones de 
DEE sobre el crecimiento de éste hibndoma, 
no se observó diferencias significativas de 
los grupos tratados con respecto a el control 
de disolvente a los diferentes tiempos estu­
diados (n=4). 

.. 
HIBRIDOMA ANTl0ACTINA EXPUESTO 72h 
A E1 O DEE. EFECTO EN EL CRECIMIENTO 

o. Sd1 
- sarvrJ•o.&e 

• ~200nM 

-·E,rJ.•0118 
• OEE200nM 

""·•OEE p1•08l 

'o 

.. 
TIEMPO hr " 

Fig .. 27. Efecto de concentraciones altas de 
E, Y DEE sobre el crecimiento de éste hibri· 
doma, no se observó diferencias significatl· 
vas de los grupos tratados con respecto a el 
control de disolvente a los diferentes tiem­
pos estudiados (n=4). 

0.30 

i 
; 0.25 

i 
i! 0,20 

i 1 0.15 

0.10 

HIBRIDOMA ANTl·RIBOTIMJOJNA 
EXPUESTO 72h A E, y OEE 

EFECTO EN LA SECRECJON DE JgG 

' L r·· t A 
+ .... ~· 

-10 .g .a ·7 

CONCeffTIU.CION DE ESYROGENO 
logD:tci .. IM 

Fig. 26. Efecto de E2 y DEE en el rango de 
concentraciones estimulante para el hibri· 
doma MMTBD6 no se observaron diferen­
cias significativas con respecto a los grupos 
control (n=6). 

HIBRIDOMA AHTJ..RIBOTIMIDINA EXPUESTO 72h 
A Ei EFECTO EN EL CRECIMIENTO 

.. 

D2 

•• '---'----'---'---'---' 
24 48 72 

TIEMPOhr 

Fig. 29. Efecto del E2 sobre el crecimiento 
de éste hlbridoma a dos concentraciones, no 
se observaron diferencias significativas con 
respecto a la cuiva control de disolvente 
(n=4). 
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HIBRIDOMA ANTl·RIBOTJMIDINA EXPUESTO 72h 
· · A OEE EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO 

0.9 

" ¡ º' 
¡" 
t; o.s a,, 
i,, 
~ 02 

o..., 
-p'SOOO 
e . DEE2nM 

-·p'S088 
• DEE 200nM 

······p'•080 

0.1 

o.O'---'-----',.'----~--::-~ 

TIEMPO hr 

Fig. 30. Efecto del DEE sobre el crecimiento 
de éste hlbrldoma a dos concentraciones, no 
se observaron diferencias significativas con 
respecto a la curva control de disolvente 
(n=4). 

HIBRIDOMA ANTl·RIBOTIMIDINA EXPUESTO 72h 
A Ei O CEE EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO 

o ""' 011 -p'-OIM 
• E,200i'M 

0.8 -·p'-090 
• DEE200nM 

0.7 ······ p1 -080 

L. ~ 
~ / 
~" / 

I" ¡: 
,03 ~/ 
02 

0.1 

Flg: 3{ Efect~ del E2 y D~E sobre el creci­
miento de éste hibridoma;. no se ob.servaron 
diferencias significativas i:on respecto a la ; 
curva control de disolvente (n=4). 

e) Hibridoma anll-dinltrofenol. 

... 

HIBRIDOMA 2CB EXPUESTO 72h A E
2 

O DEE. EFECTO EN LA SECRECION 
DE ANTICUERPOS ANTl·DNP (lgG) 

0.60 .-----------..., 

! 0.55 ~ 
~ ~ uJ 0.50 

~ 

~ 
~ 
·¡¡ 

i 

0.'45 

º·"'º 
0.35 

0.30 '----'---'--~-'--'---
-10 .9 .a .7 .a 

CONCENTRACION DE ESTROGENO /og 2Xto' .. 1 M 

Fig. 32. Efeclo de E2 y DEE en la secreción 
de lgG por el hibridoma anti-DNP (2CB), en 
el rango de concentraciones estimulantes 
para el hibridoma MMTBD6, no se observa­
ron diferencias significativas en los grupos 
tratados con respecto a los grupos control 
de disolvente (n=6). 

HIBRIOOMA 2CB EXPUESTO 72h 
AE2 O DEE. 

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO 
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.· Flg. 33,' EteCíci dé·e;y.DEE 2x10· ;M en el 

... crecimiento del hlbrldoma 2CB, n~ se obser­
varon. diferencias;'.slgnificativas de' a~bos 
estrógenos con respecto. a la curva de d1sol-

. vente (n=4J.,. . . 
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d) Hlbridoma antl-llpoproteina-a 

CURVA ESTANDARD lgG DE RATON 
(ELISA INDIRECTO) 

:con~lraci6rl1MJ;Gd1nl6nl'lllpo:a 

Flg. · 34. ·Se estableció un ELISA tipo 
sandwich para cuantificar en los sobrena­
dantes del hlbridoma L7 la lgG anti­
lipoprotelna-a; fijando a la fase sólida lipo­
protelna-a pura (PAGE/SDS), usando como 
estandard anticuerpo monoclonal anti· 
tlpoproteina-a comercial y detectando con 
lgG de cabra-POD (Fab especlfica).anti-lgG 
de ratón (molécula completa). 

HISRIDOMA MURINO ANTl·LIPOPROTEINA • 
EXPUESTO 72h A fi, 
EFECTO EN LA SECRECION DE lgG 
·~~•!--------=--~ 
0.35 

'f .s 0.30 

~ 
13 025 

·¡ 020 

•i · .... 
~ D.10 

·~ . 
. ...• ,. . § 
~. D 00 '-<!--'---'---'--'-'--'---' 

-.11 ·7 

concen~ do 1111-Ealnldlol 2X101·•1 M 

Fig. 35. Efecto del E2 sobre la secreción de 
lgG in. vitro por el hlbridoma . L7 (anti-

lipoproteina-a), en el rango de concentracio­
nes estlmulante para el hibrldoma MMTBD6 
no se observaron diferencias significativa~ 
con respecto al grupo control de disolvente 
(n=6). 

HIBRIDOMA MURINO ANTl·LIPOPROTEINA • 

EFECT~=~=:~oE~2~R~C~~·IENTO 
0.1 

DO 

00 

..,, ~7---,:':--~'---'-' 
.. 12 

TIEMPO t.. 

Flg. 36. Efecto del disolvente y E2 2x10·1 M 
sobre el crecimiento del hibridoma murino 
L7, comparado respecto al crecimiento es­
pontáneo del mismo en ausencia de disol­
vente o estrógeno. Hubo diferencias esta­
dlstlcamente signiftcativas a las 24, 48 y 72h 
(p<0,005, Dunnett). 

33 



VII. DISCUSION 

EFECTOS DE ESTROGENOS EN 
MACROFAGOS 

1 .• Macrófagos peritoneales residentes 

A). Estimufación in vivo de la actividad 
fagocitaria de macrófagos periloneales 
residentes, provenientes de ratones trata­
dos con DEE. 

Hay numerosos reportes en la 
literatura de la estimulación de la actividad 
fagocilaria de macrófagos ("estimulación del 
sistema retlculoendotelial"), por la 
administración de DEE y otros estrógenos. 
Han sido utilizados varios esquemas de 
administración de estrógenos (dosis únicas 
bajas o altas; diferentes dosis en forma 
repetida), además de diversos métodos; 
como son los de aclaramiento plasmático de 
carbón coloidal (Nlcol, 1967; Warr, 1973); de 
llpidos marcados con radioisótopos 1 1 
(Treja, 1972; Loose, 1976), de células y 
endotoxinas bacterianas marcadas con 
radiolsótopos (51 Cr)(Trejo, 1972. Nuestros 
resultados coinciden con Jos reportados 
en Ja literatura. Nuestra aportación consiste 
en haber estudiado esta respuesta tanto in 
vivo como in vitro. 

8) La exposición in vi/ro a DEE de 
macrófagos peritoneales residentes de 
ratón, disminuye la actividad fagocitarla. El 
efecto depresor fue semejante para todo el 
rango de concentraciones estudiadas (de 
2x10·11 a 2X10""' M). Estas observaciones 
contrastan con Ja estimulación in vivo de la 
actividad fagocitarla de macrófagos, lo que 
parece indicar que la acción estimulante de 
los estrógenos en los macrófagos es un 
efecto indirecto. Este efecto indirecto puede 
requerir la participación de otras células, 
posiblemente secretoras de factores inmu· 
nomoduladores, o transformadoras de es­
lrógenos en hormonas inmunoestimulantes. 

2.- Macrófagos tumorales de ratón 

A· En los ensayos de actividad fagocitaría 
en macrófagos tumorales murinos de fa 
linea J774A. utilizando partlcufas de látex, el 
suero de animales tratados con DEE no 
produjo ningún efecto apreciable. Estos 
resultado.s podrlan deberse a que el tiempo 
transcurrido entre la última administración 
del estrógeno y la obtención del suero haya 
sido demasiado largo, y que por tanto ya no 
estuvieran presentes en el suero posibles 
productos de transformación de eslrógenos 
con actividad estimulante de la actividad 
fagocitarla de macrófagos. 

B.· Los efectos del E2 y DEE observados en 
este estudio en macrófagos tumorales 
murinos de la linea J774A.1, consistentes en 
un aumento considerable en la actividad 
fagocitaría a concentraciones muy bajas 
{2X 1 O"' M ) de los estrógenos, fueron 
semejantes a los de concentraciones hasta 
mil veces mayores (2X10"0 M). Sólo 
concentraciones aún mayores disminuyeron 
en forma lineal con respecto al logaritmo de 
las concentraciones Ja actividad fagocitarla, 
que llegó a disminuir a valores inferiores a 
los basales. 

Esta discrepancia, con respecto a 
macrófagos peritoneales residentes 
normales expuestos in vitro a estrógenos es 
dificil de explicar a la luz de los 
conocimientos actuales. Sólo cabe señalar 
que en relación a otra respuesta, la 
secreción de lnterleucina 1P, en monocitos 
circulantes humanos (Pelan, 1989) y en la 
linea HL60 de células tumorales de 
leucemia promielocftica, se observa un 
efecto bifásico semejante (Mori, 1992). 

Una explicación posible de estos 
efectos bifásicos serla la siguiente: Clohisy y 
cols. (1987), observaron en células de 
médula ósea no transformadas, precursoras 
de macrófagos, incrementos en la 
membrana plasmática, inducidos por ta 
1,25-dihidroxivitamina o,, en Ja expresión 
del receptor manosa-fucosa especifico de 
macrófagos. Este receptor per""!ite la 
endocitosis de algunas glucoprotemas y 
partlculas derivadas de levaduras, p. ej., 
Zymosan {que es la partlcula emple.ada en 
este estudio). Concentraciones ba¡as del 
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estrógeno pudieran Inducir el aumento en la 
expresión de los receptores para manosa­
fucosa, y concentraciones mayores de 
es!rógenos pudieran disminuir la expresión 
de los receptores a los estrógenos (receptor 
down-regulation), dando por resultado los 
efectos bifásicos señalados. 

otra posible explicación está basada en la 
posible presencia de dos tipos de protelnas 
de unión especifica a estrógenos (tipo 1 y 
tipo 11) observadas en monocitos humanos 
de sangre periférica (Markaverich y Clark, 
1979;Ranelleti y cols., 1966; Wada y 
cols., 1992). Los de tipo 1 son de alta afinidad 
y baja capacidad y los de tipo 11 son de baja 
afinidad y alta capacidad. El efecto 
estimulante de Jos es!rógenos en la 
actividad fagocitarla de la linea tumoral co­
rresponderla a una acción mediada por 
protelnas tipo 1 y el efecto inhibidor a 
protelnas lipa 11. 

EFECTO SOBRE EL NUMERO DE 
CELULAS SECRETORAS DE 
ANTICUERPOS ESPECIFICOS 

Incremento significativo en el número de 
células secretoras de lgG especificas, en 
ratones tratados con DEE e inmunizados por 
vla iintraperitoneal con extracto proteico de 
Mvcobacterium tuberculosis 

El aumento observado en este 
estudio en el número de células secretoras 
de anticuerpos especificas por la 
administración in vivo de DEE, contrasta con 
las disminuciones reportadas por Sljivlc 
(1974), Luster (1960) y Ezaki (1962). La 
magnitud de las disminuciones es función de 
la dosis de antlgeno administrado; a mayor 
dosis de an!lgeno, corresponde una menor 
disminución en el número de células 
secretoras de anticuerpos especificas. Con 
dosis suficientemente grandes de antlgeno 
puede abolirse la disminución en el número 
de células secretoras de anticuerpos 
especificas producida por los es!rógenos 
(Sljivlc,1974;Ezaki, 1962). 

En un estudio posterior, Sljivic 
(1975) observó que el bloqueo por medio de 
carbón coloidal de ta captación hepática de 

un antlgeno reducla el efecto lnhibldor de 
estrógenos en el número de células 
formadoras de placas de lisis. 

Kenny (1976) reportó que el 
t".l!amlento con estrógenos no disminuye el 
~umero de ~élulas formadoras de placas de 
hs!s. Kenny .~n~unizó por v/a intraperitoneal, 
~111entras SIJ1V1c y Ezaki emplearon la vla 
intravenosa. Nuestros experimentos mues­
tran, usando la vla intraperitonea/ y otro 
antl~e.no para la inmunización, que la 
admin~s!rac1ón de DEE, después de la 
1nmumzaclón, aumenta el número y acelera 
la diferenciación de clonas secretoras del 
lsotipo lgG. Esta interpretación concuerda 
con !~s observaciones de Paavonen (1961), 
del incremento de la diferenciación de 
células B expuestas in vitro a E en 
presencia del mitógeno PWM. 

2 

El esquema de tratamiento seguido en estos 
experimentos es semejante al del estudio 
del efecto estimulante in vivo de estrógenos 
en la actividad fagoci!aria de macrófagos 
peri!oneales residentes. En ambos tipos de 
experimentos se observó el efecto 
estimulante de estrógenos. 

EFECTOS IN 
HIBRIDOMAS 
CELULAS B 

! 

VITRO 
MURINOS 

EN 
DE 

En un hibridoma de células B tumorales, 
expuestas a E2 se observó estimulación de 
la actividad secretora de lgG especificas, 
mientras en otros cuatro hibridomas no se 
observó efecto alguno. Exposición a DEE en 
las mismas condiciones no produjo efecto 
apreciable en ninguno de los hibridomas. Se 
conocen varios estimulantes de la función 
secretora de hibridomas de células B: ácido 
re!inoico (Aotsuka, 1991 ), medios 
condicionados (Astaldi, 1983;Pin!us y cols., 
1983; Sugaswara y cols., 1965; Klaus, 1987; 
Stewar & Fuller, 1989; King & Sartorelli, 
1989; Goma!hi y cols., 1991). Aunque no 
conocemos estudios en que se haya 
descrito Ja estimulación en un hibridoma de 
células B de su actividad secretora, en 
células B normales se ha descrito la 
es!imulación in vitro en la producción de 
anticuerpos especificas con E, , a 
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concentraciones semejantes a las 
observadas en este estudio (Kenny y cols., 
1976; Paavonen y cols., 1981). 

La falta de actividad del DEE que 
contrasta con Ja actividad del E2 , resulta 
sorprendente , ya que estos dos estrógenos 
comparten muchas acciones tan diversas 
como son, Ja cornificación vaginal en 
roedores, el efecto uterotrófico, efecto 
bifásico en la colesterolemia de la rata, 
efectos bifásicos en la coagulabilidad 
sangulnea de Ja rata y el ratón, estimulacón 
in vivo de Ja actividad fagocitarla de 
macrófagos en el ratón, efecto bifásico en la 
actividad fagocitarla de macrófagos de la 
linea J774A.1, inactividad en Ja 
colesterolemia del ratón e inactividad in vitro 
en fa fagocitosis de macrófagos peritoneales 
del ratón. 

Si Ja estimulación de la la actividad 
secretora de JgG especificas dependen de 
fa biotransformación del E2 (Fotsis, 1994) 
por el hlbridoma en el producto activo, por 
ejemplo, Ja introducción en el átomo de 
carbono C14 o C18 de un grupo hidroxilo o en 
los étomos de carbono C1s , C16 , C11 o C1a 

de un grupo carbonilo en Ja molécula del E,. 
estas biotransformaciones no son posibles 
en el DEE. 

Si este fuera el caso, Ja Ineficacia del E2 en 
otros hibridomas podrla deberse a que 
carecen de Jos sistemas enzimáticos para 
reaíizar la transformación del E2 en el 
producto activo. 

Otra posible explicación de Ja inactividad de 
Jos estrógenos en algunos hibridomas 
estudiados serla Ja falta de receptores a los 
estrógenos o a los productos de 
biotransformación de Jos mismos. 
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MICROFOTOGRAFIAS 

FOTOGRAFIA 1 

LINEA CELULAR J774A.1(ATCC TIB67) EN CONDICIONES DE CULTIVO 
(400X) 

FOTOGRAFIA 2 

CELULAS DE LA LINEA J774A.1 NBT POSITIVAS (400X). 
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INMUNPUNTOS 

FOTOGRAFIA 3 

CLONA SECRETORA lg (100X). 

FOTOGRAFIA 4 

CLONA ANTERIOR (400X) 

FOTOGRAFIA 5 

CLONA SECRETORA DE lg (100X) 

FOTOGRAFIA 6 

CLONA ANTERIOR (400X) 
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FOTOGRAFIA 7 
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FOTOGRAFIA 8 

CLONA SECRETORA ANTERIOR (400X) 
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