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1.-ANTECEDENTES

IMPORTANCIA DEL
INMUNITARIO

SISTEMA

Al sistema inmunitario se le reconoce
un papel central en la prevencién y curacién
de procesos infecciosos y neoplasicos, asf
como en la patogenia de enfermedades
alérgicas y autoinmunes.

EL CONTROL DEL SISTEMA
INMUNOLOGICO

Hasta hace poco tiempo se
consideraba al sistema inmunalégico como
un sistema auténomo y autorregulade 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 la
influencia de estos mediadores bioquimicos
en la respuesta inmune (Weigent, 1990).

La presencia de receptores
especlficos para neuropéptidos y hormonas
estrogénicas, en la superficie de las células
inmunocompetentes, ha sido demostrada
por varios investigadores (Cohen y cols,
1883; 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 acttian 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 la conclusion de que ambos
sistemas, el inmunitario y el neuroenddcrino
pueden interaccionar, pero atn se
desconocen los mecanismos moleculares
invol ios en dichos fenémeno:

EL PAPEL CENTRAL DEL MACROFAGO

Una de las células mas importantes
del sistema inmune es el macréfago, el cual
posee una gran versatilidad en sus
respuestas. Es una célula que produce un
gran nimero de sustancias, entre estas;
hormonas polipéptidicas, componentes del
complemento, factores de la coagulacion,
enzimas, inhibidores de enzimas, protelnas
de la matriz extracelular, proteinas
acarreadoras, lipidos bioactivos, hormonas
de tipo esteroide, e intermediarios reactivos
de ox/geno y nitrégeno. (Nathan, 1987).

Los macréfagos son células que
entran primero en contacto con los
antigenos, los fagocitan, los procesan y
exponen fragmentos de los mismos (9
residuos de aminodacidos), en su membrana
Jjunto con moléculas clase Il del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHCIl), que
posteriormente son presentados a los
linfocitos cooperadores,
desencadenandose toda una cascada de
eventos que a su vez produciran reacciones
celulares, citotdxicas' y humorales como la
produccién de anticuerpos, que daran como
resultado todas ellas la eliminacion de!
antigeno que origin ia respuesta (Mals,
1987).

Ademdas de estas acciones, el
macréfago reconoce y elimina las células
neoplasicas, mediante la produccién de
sustancias citotdxicas para las células
tumorales, como lo es el factor de necrosis
tumoral TNF oy B, y el grupo de protefnas
llamadas interferones o, B, y y (Malier,
1989).

Il.- LOS EFECTOS DE LOS
ESTROGENOS EN EL SISTEMA
INMUNE.

Se han realizado estudios sobre los
efectos de Ja administracion de varias
hormonas (estrégenos y glucocorticoides),
midiendo  diversos pardmetros de la
respuesta inmune como los efectos en la
redistribucion  de: linfocitos, macrofagos,
neutréfilos, eosindfilos y baséfilos; en la
hipersensibilidad  retardada, en la
citotoxicidad mediada por anticuerpos, su
mitogenicidad, en la actividad fagocitica, y



en la quimiotaxis. Ademas estudiaron los
efectos sobre los factores humorales
involucrados en la respuesta inmune
(Parillo y Fauci, 1979), los cambios en el
patron de leucocitos circulantes, en la
respuesta a mitdgenos, en los cambios en
los niveles sanguineos de anticuerpos
circulantes, y en la produccion in vitro de
inmunoglobulinas (Cupps y Fauci, 1982 y
1985; Descotes, 1986).

A.- EN LOS MACROFAGOS

La administracion de estrégenos in
vivo produce consistentemente estimulacién
de la actividad fagocitaria del sistema
reticulo-endotelial, medida por la depuracién
plasmatica de carbdn coloidal, aclaramiento
plasmatico de endotoxinas bacterianas, de
lipidos marcados con radioisotopos y por
eritrofagocitosis (Nicol, 1964; Trejo, 1972;
Warr, 1973; Loose, 1976; Boorman, 1980;
Descotes, 1986).
B- EN LA PRODUCCION BDPE
ANTICUERPOS

Los estrégenos administrados a
animales han  producido  resultados
inconsistentes en cuanto a ia modulacién de
la produccién de anticuerpos. Se han
observado tos en las conc ione!
de anticuerpos especlficos 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 nimero de células
productoras de anticuerpos se han
observado resultados igualmente
inconsistentes con la administracién de
estrégenos 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 nimero de células
productoras de anticuerpos.

C- EN LAS CELULAS ASESINAS
NATURALES

Otfros componentes del sistema
inmunolégico que son afectados por la
administracion de estrégenos son las células
asesinas naturales. Eslas céiulas realizan la
liamada vigflancia inmunoldgica y llevan a
cabo la eliminacién de células neoplasica
preferentemente de ias de reciente
aparicién, evitando el desarrolio de tumores
en su fase inicial. Los resultados obtenidos
muestran consistentemente una disminucién
de la actividad citotéxica de estas células
con [a administracién in vivo de estrégenos,
fendmeno que no ha sido reproducido in
vitro (Seaman, 1978; Onsrud, 1982).

ill.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Los efectos observados por diversos
autores en el sistema inmunitario con la
administracién de estrégenos (E; , E; o
DEE), no muestran patrones coherentes,
por lo que no ha sido posible esbozar cudles
son las acclones fisiolégicas de las
hormonas estrogénicas en este sistema.

La comparacién de las acciones in
vivo e in vilro de los estrégenos en el
sistema inmune, permitiian distinguir las
acciones directas de las indirectas, y con
ello contribuir a la mejor comprensién de la
funcion reguladora de estas hormonas.

Al estudiar una estirpe celular
expuesta in vilro a concentraciones
fisiolégicas de una hormona, se podran
observar probablemente las acciones
directas fisiologicas de ésa hormona.

IV.-METAS

1) Estudiar el efecto de! DEE
administrado in vivo en el ratén, sobre la
actividad  fagocitaria de  macréfagos
peritoneales residentes de ratén.

2) Estudiar las acciones del E; y DEE
in vitro , en la actividad fagocitaria, de
macrofagos peritoneales residentes.

3) Estudiar las acclones de E; y DEE
administrados in vitro sobre la actividad
fagocitaria de macréfagos de la linea celular
J774A.1.(TIB67 ATCC)



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

5) Estudiar las acclones de la
administracién in vivo del DEE, en el nimero
de clonas secretoras de inmuneglobulinas
IgM e IgG.

6) Estudiar el efecto directo de la
exposicién a estrogenos, en células B
tumorales (hibridomas), en la secrecién de
anticuerpos.
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V.- MATERIAL Y METODOS

1.- Actividad fagocitaria

Existen varios métodos para valorar la
actividad fagocitaria /n vitro que se agrupan
en dos tipos principales;

A) Los que se basan en la ingestidn
de particulas o células sin marca, o con
marca no isotépica (Weisman, 1967;
Kurlander, 1981):

particulas de latex, , 2ymosan
opsonizado, bacterias (simples o
fluoresceinadas) y efitrocitos solos  u
opsonizados.

B) Los que se basan en la inqestién
de particulas (lipidos marcados con '), ©
células marcadas con radiosotopos (*'Cr).

Las técnicas que no usan marca
radioactiva presentan diversos
inconvenientes: son procedimientos muy
laboriosos, lo que imposibilita procesar un
numero grande de muestras y requieren
ademas de largo tiempo para su
interpretacién, ya que hay que realizar
muchas observaciones  microscépicas.
Ademas la valoracién tiene un componente
subjetivo alto, debido a que el observador
aun al experimentado, le es dificil discernir
entre las células o particulas que fueron
fagocitadas y las que se encuentran
adheridas a la superficie externa de la
membrana celular.

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

a) Evaluacion in vitro de la
actividad fagocitaria en
macroéfagos peritoneales
residentes de raton, mediante
ensayos colorimétricos.

i} Evaluacién in vitro del efecto en la
actividad fagocitaria, del tratamiento in vivo.

Los siguientes experimentcs se lievaron a
cabo utilizando la técnica colorimétrica de la
reduccion del azul de tetrazolio (NBT)
(RooK, 1985).

Este método fué originalmente
descrito para el diagntstico de la deficiencia
en la actividad microbicida de los leucocitos
polimorfonucleares (Bahener, 1968; Nathan,
1969). Las bases bioguimicas para la
reduccién del azul de tetrazolio, fueron
reportadas (Bahener, 1976), demostrandose
que el anién superéxido formado durante el
evento fagocitario era el causante de la
reduccién de este colorante (Babtor, 1973).

La generacion del anidn ocurre en
forma semejante en macrofagos durante la
fagocitosis, lo cual fué reportado y evaluado
en una modificacion al método original
(Murray, 1980), y reproducido por otros
autores (Brett, 1988; Muller, 1989).

Se hicieron 2 lotes (de 4 ratones macho
Balb/c cada uno), por estratos balanceados,
con pesos entre 20 y 30g. Se les administro
el disolvente (aceite de maiz), o el DEE
disuelto en aceite, 6 mg/Kg/dia, durante 3
dfas por via subcutanea. Al cuarto dia se
sacrificaron y se les inyecté en la cavidad
peritoneal 10 ml de solucién balanceada de
Hank a 5° C con 50 U/ml de heparina, se les
extrajo el llquido administrado y se hizo un
pool de las células residentes de la cavidad
peritoneal con cada lote de animales. Se
favaron 2 veces con solucién de Hank
centrifugando a 300Xg durante 10 min. Se
resuspendieron en medio de Eagle
modificadc  por Dulbecco  (D-MEM),
comlementado con suero bovino fetal 10%
(SBF), se contaron las células y se evalué la
viabilidad mediante la exclusion de azul
tripan.

Se sembraron 2X10° células/poza en placas
de 96 pozos estériles (Nunc), se dejaron
adherir durante 2 hrs, después de este
tiempo se sustituyd el medio de cultivo por
una mezcla de particulas de ZymosanA/azul
de tetrazolio (NBT, Sigma), cada uno en
concentracién de 1 mg/m! (incubadas
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previamente durante 90 minutos en
agitacién constante a 37°C). Se incubaron
las células con la suspension de
particulas/NBT durante 60 min a 37°C y 5%
de CO, Posteriormente se lavaron los
pozos 3 veces con metanol al 70% y se
secaron al aire, se agregd a cada pozo
120ul de hidréxido de potasio 2M, se
incubaron a temperatura ambiente durante
90 min. Enseguida se agregd a cada pozo
140pl de dimetilsulfoxido (DMSO) y se agité
vigorosamente la placa, se hicleron las
lecturas colorimétricas en un lector de
microplacas Biotek el311 a una longitud de
onda de 630 nm.

ii) Evaluacion de la actividad fagacitaria 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  2X10° céiulas/fpozo y se
incubaron durante 24 h a concentraciones
crecientes en progresion geométiica de E; o
DEE (disueltos en etanol), como pozos
control se ufilizdé el disolvente {etanol
absoluto). Se utilizé el mismo método para
evaluar la actividad fagocitaria, y se
analizaron en la misma forma los resultados.

b) Evaluacion in vitro de la
actividad fagocitaria de
macréfagos de la linea celular
J774A.1, mediante ensayos de la
ingestion de particulas de latex.

Nuestros ensayos iniciales fueron
desarrollados mediante la ingestion de
particulas de latex (Weisman, 1967),
intentando obtener un método confiable y
reproducible, en el que se pudieran procesar
un nimero grande de muestras.

Para estudiar la accion de los
estrégenos se hicieron 2 lotes, cada uno de
3 ratones macho Balb/c de 20 a 30g de
peso, se frataron con el disolvente (aceite de
malz), o con el disolvente més DEE (Merck)
6 mglkg durante 3 dias por via s.c. (0.1
mi/10 g de peso). Al 4° dla se obtuvieron

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

Para estos experimentos se utliizaron
células de la linea celular J774A.1 (ATCC
TIB 67), de macrofagos murinos.

Se crecleron las células en
condiciones de cultivo (37°C, en ambiente
humedo con §% de CO, ), 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 la
minima cantidad de colesterol, triglicéridos y
hormonas esteroides.

Se esterilizaron en autoclave previamente
cubre objetos redondos de 12 mm de
diametro, 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 contenfan los
cubrecbjetos.

La viabilidad fué estimada previamente
mediante la exclusién de azul tripan. Se

on 1X10° célul /pozo, después que
la células se adhirieron a los cubreobjetos (2
h), el medio de cultivo fué reemplazado con
medio libre de suero para macréfagos (1 ml)
(Macrophage Serum Free Medium, MSFM
Gibco). Enseguida se agregaron a los pozos
100 pl del suero de uno u otro tratamiento,
se llevé a cabo la incubacion a dos tiempos,
uno de 30 minutos y el otro de 18 h. Se
utillizaron como pozos control,, células
incubadas en presencia de suero bovino
fetal inactivado por calor (Sigma).

Al término de éste periodo se agregaron a
los pozos con los diferentes tratamientos,
1X107 particulas/pozo, de latex de 0.8y de
diametro (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
particulas no fagocitadas.



Se retiraron los cubreobjetos redondos de
los pozos en los cuales se hablan colocado
previamente, inmediatamente se fijaron con
calor las células adheridas a ios mismos y
se tidleron con Glemsa. Posteriormente se
colocaron los cubreobjetos en portacbjetos y
se sellaron con barniz de ufas, se
observaron en un microscopio en el objetivo
de inmersién (1000X). Se contaron en 200
células (incubacion de 30 min) y en 50
células (incubacién de 18 h), el niumero de
particulas de latex fagocitadas por célula.

c) Evaluacion de la actividad
fagocitaria de macréfagos de fa
linea celular J774A.1, mediante
cuentas del nimero de células
NBT positivas.

Debido a que inicialmente tuvimos
problemas para poder solubilizar el producto
del colorante (formazan de NBT), se
obtuvieron los resultados mediante cuentas
de los porcentajes de céiulas NBT positivas
(Brett, 1988).

Se utilizaron las células de la ifnea
celular J774A.1, las cuales se crecieron en
las mismas condiciones seflaladas en el
inciso 1 b).

Para estudiar la accion directa in vitro
de los estrégenos en estas células
aproximadamente 5X10° células viables
fueron sembradas por pozo. Después que fa
células se adhirieron a los pozos, el medio
de cuitivo fué reemplazado con medio libre
de suero para macréfagos (MSFM Gibco).
Estradiol-17p (E; Syntex), o dietiletilbestrol
(DEE, Merck) fueron disueltos en etanol
absoluto (Merck), se aplicd cada tratamiento
a cuatro pozos, diluciones apropiadas de los
estrégenos en etanol fueron agregadas a los
pozos correspondientes, la concentracién
final de etanol fué del 0.5%, los pozos
control de disolvente recibieron la misma
concentracion de etanol.

Las células fueron expuestas a los
estrégenos . por ‘3, 24 o 72 h en

concentraclones en el rango de 2X10" M a
s4x10°* M.

ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE
CELULAS NBT POSITIVAS.

Se retiré el medio de cultivo con los
estrogenos o el disolvente y se sustituyd en
cada pozo, con una alicuota de 500 pl de la
suspensi6n de particulas de Zymosan-A
pretratadas con NBT (descrita en el inciso 1
a) y se continué el periodo de incubacién en
condiciones de cuitivo por 60 minutos.
Posteriormente las células fueron lavadas 3
veces con PBS, para eliminar el exceso de
particulas. Ei porcentaje de células NBT-
positivas fué determinado en un microscopio
invertido (400X), por el nimero de células
conteniendo granulos de NBT-formazén en
el citoplasma.

Se llevaron a cabo ensayos en forma
paralela con las mismas concentraciones de
E; y DEE para estimar la viabilidad por
exclusién de azul tripan.

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

a) Niveles sanguineos de IgG anti-H37Rv,
en rat dos con estrég

Para estudiar las acciones de los
estrogenos en la produccién de anticuerpos
especificos, se emplearon y distribuyeron
los animales (ratén macho Balb/c con pesos
entre 20 y 30 g), en lotes por estratos
balanceados. Se inmunizaron (dia 0) con un
extracto protelco del fitrado de cultivo de

is, cepa H37Rv
{Parra y cols., 1986), disuelto en PBS y
emulsionado en adyuvante incompleto de
Freund (AlF), se administré en dosis Unica
vla intraperitoneal (20 pg), a cada ratén,

Al quinto o décimoséptimo - dia,
posteriores a la inmunizacion se obtuvieron
mediante puncién del - plexo = venoso
retroorbitario con un tubo capilar, muestras
de sangre venosa, la cual se dejo coagular a
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temperatura ambi y se obtuvi 40 ul
de suero, el cual se dlluyé con PBS 1:50
inicialmente y se hicieron diluciones al
doble, a partir de esta diiucién inicial.

ELISA INDIRECTO

Se procedié a incubar los sueros
durante 4h a temperatura ambiente en
agitacién suave, en placas de 96. pozos
(Nunc Maxisorp) las cuales previamente se
habfan cubierto con el extracto que se utilizd
para inmunizar a los animales, (disuelto en
amortiguador de carbonatos pH 9.6 , 0.1M
en frio durante toda la noche), luego se lavé
la placa cinco veces con amortiguador de
fosfato-salina-detergente T20 (Tween 20,
0.01 %; en PBS), para eliminar e! exceso de
antigeno), se utilizé albimina bovina 1%
fraccién V (en amortiguador de carbonatos
pH 9.6 , 0.1M), para "bloguear” los sitios no
ocupados por el antigeno y evitar asl
reacciones falsas positivas, incubando
durante toda la noche a 4° C, se volvié a
lavar cinco veces con PBS-T20.

Acto seguido se agregé un anticuerpo
de conejo (marcado con peroxidasa} anti
1gG de ratén (titulado previamente para
conocer la dilucién de trabajo). Durante 1 h
se incubd a temperatura ambiente, al
término de este perlodo se lavé con PBS-
T20 cinco veces.

Se agregé una imezcla de
ortofenilendiamina (Sigma){cromégeno) 40
mg/100 ml y 150 ul/100 ml de peréxido de
hidrégeno al 30%  (Merck)(sustrato),
disueltos en amortiguador de citrato-fosfato,
se detiene la reaccién con &cido sulfurico
2M 50ul/pozo y se leyd la placa en un lector
de microplacas Biotek el311 a una longitud
de 492 nm contra un filtro de referencia de
630 nm.

Se considera que la cantidad de color
desarrollade en 30 minutos es proporcional
a la cantidad de anticuerpo presente en el
sobrenadante.

b) Nimero de clonas secretoras de IgG
anti-H37Rv, di
enzimético de placa en filtro (FIPA),

Se estudid el efecto del tratamiento in vivo
con estrégenos sobre el numero de células
secretoras de anticuerpos IgG anti-H37Rv.

i) Tratamiento  posterior a la
inmunizacién,

Se inmunizaron ratones Balb/c machos (dia
0), con el mismo extracto proteico de M.
tuberculosis por la misma via y en ia misma
dosis que en el inciso 2 a}, se administraron
los estrégenos (6 mg/kgldia via
subcutanea), o el disolvente (aceite de
malz), los 3 dfas posteriores a la
inmunizacién (dlas 1, 2, y 3).

Al quinto dfa de la inmunizacién, se
sacrificaron a los ratones y se les extrajo el
bazo en condiciones asépticas, se transfirié
a una caja de Petri estéril. Enseguida se
procedié mediante inyecciones repetidas al
érgano con D-MEM sin suero, a extraer las
células. Estas fueron transferidas a un tubo
estéril de 16 ml y se centrifugaron a 300Xg
durante 10 min. Se deseché el
sobrenadante y se agregé amortiguador de
lisls pH 7.6 (Cloruro de amonio al 0.9% ,
Trizma/HCl 0.17M), durante 2 min, al
término de los cuales se agregé D-MEM
hasta el borde del tubo y se centrifugd
nuevamente a 300Xg durante 5 min, se
lavaron las células 2 veces con medio de
cultivo.

Se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 1 ml de D-
MEM complementado con SBF al 10%, se
contaron en cdmara de Neubauer y se
evaiué la viabilidad con azul tripan.

Se colocaron en placas de 24 pozos (Nunc),

filtros millipore 13 mm de didmetro y poro de *.
0.22, estériles (autoclave 120 ° C 30 min) a .
los cuales se les incubd durante 2 h a 37:°C, " -

con 10 pg del extracto proteico H37Rv.en” .

amortiguador de carbonatos 0.1M pH 9.6, -
bloqueados con albtimina bovina fraccion-V
al 1% en el mismo amortiguador.durante 2 h .
y lavadas posteriormente con PBS pH.7.2 -
esténl 10 veces. Se "procedid a sembrar,.
2x10° 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 pozos
con PBS estéril 10 veces, se agreg6 13G de
conejo (conjugado a peroxidasa), Fab
especifico (diluido 1:500) anti-lgG de ratén.

Se utilizaron como controles: negativos
filtros sin e! extracto proteico H37Rv (solo
bloqueados) y como control positivo células
del hibridoma murino MMTBDS (productoras
de anticuerpos IgG anti-M. tuberculosis).

Se agregd a los pozos 500 pl de
diaminobenzidina (como croméforo) y
peréxido de hidrégeno (como sustrato), se
dejo transcurrir la reaccion y a los 30 min. se
detuvo agregando 100 pi de H , SO ,2N. Se
observaron los inmunopuntos a 400X en
campo claro habiendo hecho transiucido el
filtro impregnandolo con aceite de inmersién.

toranlh

i) T iento previo a la il

Se administraron a ratones Balb/c machos
los estrégenos (6 mg/kg/dia via
subcutanea), o el disolvente los 3 dias
anteriores (dias -3, -2, y -1), a la
inmunizacién (dfa 0), con el extracto proteico
de M __ tuberculpsis, Se  procedid
posteriormente en la misma forma que en el
caso anterior, a la obtencion de las céiulas,
a la realizacion del ensayo, el andlisis de los
resultados y su presentacion.

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

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

Al quinto dia de la inmunizacion se extrajo el
bazo en condiciones asépticas, se transfirio
a una caja de Petri estéril previamente
pesada, se peso nuevamente la misma caja
de Petri, pero ahora con el érgano y por

diferencia se establecio el peso del bazo, se
comparé con los de los ofros tratamientos.

i) Tratamiento
inmunizacién.
Se inmunizaron ratones Balb/c machos (dia
0), con el mismo extracto proteico de M.

por la misma via y en la misma
dosis que en el inciso 2 a), se administraron
los estrébgenos (6 mglkgidla via
subcuténea), o el disolvente (aceite de
malz), los 3 dias posteriores a Ila
inmunizacién (dias 1, 2, y 3).

posterior a la

ii) Tratamiento previo a la inmunizacién.
Se administraron a ratones Balb/c machos
los estrégenos (6 mg/kg/dia  via
subcutdnea), o e! disolvente (aceite de
malz), los 3 dias anteriores (dias -3, -2, y -
1), a la inmunizacidn (dla 0), con el extracto
proteico de

d) Namero de clonas secretoras
de IgM e IgG (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 Hg de un extracto proteico de

{H37Rv) por via
intraperitoneal, en AIF. Los tres dlas
siguientes los grupos 1 y 4 no recibieron
tratamiento, los grupos 2 y 6§ recibieron el
disolvente (aceite de malz), los grupos 3y 6
recibieron DEE (Merck) 6 mg/kg/dia por via
subcutanea disuelto en aceite de malz.

Se obtuvieron los esplenocitos y se
sembraron a .una densidad de 1X10°
células/pozo, se dejaron en condiclones de
cultivo durante 4 h sobre filtros - de
nitrocelulosa cubiertos y bloqueados con el
extracto preoteico de M. tuberculosis, todo

esto en la forma descrita en el inciso 2 b) i).

Al término de éste perfodo se refiraron las
células mediante vigorosos lavados con
amortiguador PBS-T20. Se determind el
numero de clonas secretoras de anticuerpos



especificos como inmunopuntos, mediante
el ensayo inmunoplaca en filtro FIPA, (M&ller
y Borrebaeck, 1985). Las clonas positivas
fueron detectadas mediante anticuerpos
anti-igM de raton (especlficos vs. cadena p),
desarrollados en cabra y anti-lgG de ratén
(Fab especlfico), desarrollados en conejo;
ambos conjugados con peroxidasa {Sigma).
Los inmunopuntos fueron revelados Yy
contados en la forma descrita en el inciso 2

b)i).

3. Cuantificacion de la actividad
secretora in vitro de 5 hibridomas
de células B de raton (secretores
de IgG).

Se utilizaron los hibridomas de céluias
B de ratén: MMD6TB (anti-Mycobacterium
s, y L7 (anti lipoproteina-a),
facilitados por el Dr. Luis F, Montaiio,
Depto. Biologia Celular, instituto Nacional de
Cardiologfa ignacio Chavez, anti-actina y
anti-ribotimidina facilitados por el Dr.
Jestis Calderon, Depto. Biologla Celular
CINVESTAV, y 2C8 (anti-dinitrofenol),
facilitado por e! Dr. Enrique Ortega, Depto.
Inmunalogia, [nstituto 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; gSyntex) o DEE (Merck) en &l rango de
2X10°

etanol fué de 0.01%. Después de 72:h.de:

exposicion a los estrogenacs, se ulilizarqn‘ lf)s .

sobrenadantes de . las. - células
cuantificar la concentracion

inmunoglobulinas . anti-H37Rv, ; medlante,.
ELISA indirecto . (Engvall 1980Wakefeld R

1982;Boerrigter, 1983;Layton,’ 11987,
concentracion fug" - ensayada
cuadrupllcado >

En forma simultanea se hizo el mismo ™

ensayo para evaluar, la viabilidad mediante
ensayo co[orimétrfco ‘de’ la ;reduccion ‘de

a 2X10* M, disueltos en etanol .
(Merck) 95%, !a concentracion final :de:

MTT (Mosmann, 1983), agregando 20 ul de
una solucion de MTT (5 mg/ml en PBS
estéril), incubando 4 hr a 37°C, al término de
los cuales se desecharon los sobrenadantes
y se agregd una solucion de isopropanol
acido {0.04 N/HCI en isopropanol), agitando
vigorosamente para disolver los cristales de
formazan del MTT, se leyeron las placas en
un lector de microplacas Biotek el311 a 570
nm contra un filtro de referencia de 405 nm.

La cuantificacién por ELISA se realizd
cubriendo placas de 96 pozos de fondo
plano (Nunc-Maxisorp) con 2 pg de extracto
proteico de fitrado de cutivo de
Mygobaclerium uberculosis cepa H37Rv, en
amortiguador de carbonatos (0.1M pH 9.6,
100 ul), secadas con vaclo (bloqueadas con
gelatina DIFCO 0.1% en el mismo
amortiguador de carbonatos 150 pi, toda ia
noche a 4°C), lavadas con PBS-T20 5
veces, se agregaron 100 pu! del
sobrenadante de cada pozo de los
diferentes tratamientos. Se incubaron
durante 4 h a 37°C en agitacion, se lavaron
10 veces con PBS-T20, y se agregd un
anticuerpo (IgG) de cabra anti-lgG de ratdn
(conjugado con peroxidasa) Fab especifico,
diluido 1:1500.

Después de 1 h de incubaci6n se lavo
8 veces con PBS-T20 y se agregé 100
plipozo de una mezcia de ortofenilendiamina
(cromaégeno) (Sigma)(40 mg/100 mL y 150
ul/100 m de peroxido de hidrégeno al 30%
(sustrato)(Merck), disueltos en amortiguador
de: citrato-fosfato . pH §4. Se. detuvo  la

-reaccién con 50pl de H ;8 O ,2M . Se leyo

la'placa en un lector de microplacas Biotek .

‘el 311 a una fongitud de 492 nm contra un

tro'de referencla de 630 nm. La cantidad
de:color desarrollado en 30 minutos - fué -
proporcional a la cantidad de antlcuerpo

‘presenle en el sobrenadante.

estandard fué evaluada por electroforesis en

geles de poliacrilamida-SDS, -y ~la.:

concentracién de proteina determinada por -
el métado de Bradford. Se cubrié una placa . .

El estandard de IgG de raton fué. .
-purificado de suero de ratén Balb/c por ..
medio de cromatografia de afinidad por:
columna de proteina A, la- pureza dei:.. " -



en concentraciones de 100 pg a 2 ug/pozo,
el estandard fué detectado por el mismo
conjugado cabra-peroxidasa anti-lgG de
ratén (Fab especifico), diluido 1:1,500, que
se utilizé para cuantificar los sobrenadantes.

Se utilizd el mismo cromégeno y
susfrato que para el ELISA de los
sobrenadantes, se compararon las
absorbancias de la curva estandard con las
de los sobrenadantes y asi se obtuvieron las
concentraciones de IgG en pg/ml,
posteriormente se expresaron como un
indice al relaclonario con los controles
respectivos,

b) Hibridomas anti-actina y anti-
ribotimidina.

Se procedié en la misma forma que
en el inciso 3 a), para evaluar la actividad
secretora y la viabilidad. Se procedié a
cuantificar las 1gG totales en los
sobrenadantes de los pozos con los
diferentes tratamientos, debido a que no
contdbamos con antigeno puro para cubrir
las placas, por lo que se cubrieron con
anticuerpo IgG de cabra fragmento F(ab),
anti-lgG de ratén (Cappel) 2ug/pozo en la
técnica habitual. Se usé para detectar la IgG
de los sobrenadantes como segundo
anticuerpo IlgG de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina, anti-lgG de raton
(molécula completa)(Sigma), y- como
sustrato paranitrofenilfosfato 10mM,
dietanolamina 1M, MgCl , 0.25mM, en
Tris/HC! 0.1M, NaCl 0.1M a pH 9.8, Se
detuvo la reaccion con 50 ul de NaOH 3N.

Se utilizé como estandard 1gG de
raton grado reactivo (pureza PAGE/SDS2
95%)(Sigma), de acuerdo a [a :técnica
descrita previamente. .

Se leyéd la placa en un Iéétdr'
microplacas Biotek el311 a 405 nm’contra
un filtro de referencia de 630 nm.

c) Hibridoma anti-dinitrofenb
Se procedié-en ta’ misma:fo

en el inciso 3 a), para evaluar la actividad. -

secretora y la viabilidad, (se extrajo el MTI‘-
formazan con DMSO) ;

La cuantificacién por ELISA se realizé
cubriendo placas de 96 pozos de fondo
plano (Nunc-Maxisorp} con 100 pi de
albtmina bovina fraccion V al 1% (en
amortiguador de Tris/HCI 0.125 M pH 9.5) 2
h a 37°C, y uniéndola covalentemente a
4cido tetranitrobenzensulfénico (Eastman,
Kodak) 100 pi/pozo 1 mM {en amortiguador
de boratos) 1 h 37°C. Se agregaron los
sobrenadantes de los pozos de fas 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 agregd un anticuerpo
(IgG) de cabra (conjugado con peroxidasa),
anti-IgG de ratén (Fab especifico), dilufdo
1:1500. Se revelaron con el cromégeno, el
sustrato y en la forma descrita en el inciso 3
a).

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

Se procedid en la misma forma que
en el inciso 3 a), para evaluar la actividad
secretora y la viabilidad (se extrajo el MTT-
formazan con DMSQ).

Se utilizé como estandard IgG de
ratén grado reactivo (pureza PAGE/SDS2
90%)(Sigma), Se hizo una curva cubriendo
placas de poliestireno maxisorp (Nunc) con
0.150 a 2.5 pg/pozo en amortiguador de
carbonatos, bloqueando con albimina
bovina y detectando con anticuerpo de
cabra (conjugado a peroxidasa) anti-lgG de
ratdn (Fab especifico), diluido 1:1500.

La cuantificacién por ELISA se realizo
cubriendo placas de 96 pozos de fondo
plano (Nunc-Maxisorp) con 2 ng de
Lipoproteina-a, en  amortiguador  de
carbonatos, incubando toda Ia noche a 4°C,
se bloquearon con albtmina bovina fraccion
V 1% en el mismo _amortiguador: de
carbonatos. |

Se cuantlﬁcarcn en los sobrenadantes
de las células -la: .cantidad de
inmunoglobulinas, " cada * tratamiento  fué
ensayado por cuadruplicado. Se detectaron
las.“inmunoglobulinas - -con - el mismo



anticuerpo que el estandard. Se revelaron
con el cromoégeno, el sustrato y en la forma
descrita en el inciso 3 a).

Anilisis estadistico

Se utilizé para el andlisis estadistico
de los resultados Ia prueba de t de Student
cuando se compararon dos grupo de datos
con varianzas homogéneas (segin [a
prueba de F de Fisher); Cuando las
varianzas fueron helterogéneas, se empled
la prueba de Mann-Whitney. Cuando se
comparé un grupa testigo con varios grupos
tratados, se empled {a prueba de Dunnett,
En el caso en que las distribuciones
discrepaban significativamente de una
distribucién normal, se empleé la prueba de
Kruskal- Wallis. £l programa usado para

efectuar estas pruebas fue el de SigmaStat
FW. V 1.0 de Jandel Scientific para
computadora personal. Para la comparacion
de cuentas con distribucion de Poisson, se
empled la prueba bilateral correspondiente
(2ar). Las regresiones fueron estimadas por
método de los minimos cuadrados, se
calcularon los analisis de varianza
correspondientes asf como fos limites de
confianza al 95% La fuerza de asoclacién
lineal entre las poblaciones (estimacién de
p?) fué estimada de acuerdo a la ecuacién
de Hayes (Hayes). Para elaborar Ilas
graficas se empled el programa para
computadora personal SigmaPlot FW. V
2.01 de Jandel Scientific.
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VL.- RESULTADOS

1.- Efecto de Estrégenos en la Actividad
Fagocitaria in vitro.

Se observé estimulacion por el tratamiento
in vivo de ratones tratados con DEE, en la
actividad fagocitaria de macréfagos 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 estadisti-
camente significativa entre el E, y el DEE.

a) Actividad fagocitaria medida con mé-
todo colorimétrico

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

035

AESORBANCIA 6307430 £ E EM, (ne12)

Rl &
ACEITE oEE

Fig.1. Actividad fagocitaria de macrofages
peritoneales residentes de ratones tratados
con aceite de maiz (disolvente) o con DEE
durante 72 h (A mediana 104%, P=0.0001,t
student).

REDUCCION DE AZUL DE TETRAZOLIO
POR MACROFAGOS PERITONEALES RESIDENTES
EXPUESTOS [ VITRO A DEE Y E, (24h}

ABSORBANCIA §30/405nm eam.

7)Y DU S U DY SUY SUUY SO S |
I R ERE)

CONCENTRACION DE ESTROGENO 210 M

Fig.2. Actividad fagocitaria de macrofagos
peritoneales residentes de ratén, expuestos
in vitro a etanol (disolvente), E, o DEE du-
rante 24h.

La exposicién in vitro de macréfagos perito-
neales residentes de raton, a DEE dis-
minuye la actividad fagocitaria (73.3%
p<0.05 , Dunnett). El efecto depresor fue
semejante para todo el rango de concentra-
ciones estudiadas (no dosis-dependiente).
No se observaron diferencias estadlsti-
camente significativas entre E, y el disol-
vente o E; y DEE.

- b) Actividad f it jida por el

numero de parﬂculas fagocltadas

Se comparé el nimero de particuias de latex
fagocitadas por macrofagos de la linea
J774A.1 expuestos durante 18 h (figuras 3 y
4) o durante 30 min (figuras & y 6) al suero
de ratones tratados con DEE o el disolvente
(aceite de maiz). No se observaron diferen-
cias significativas entre las medianas de los
grupos, los cuales no presentaron una dis-
tribucién normal, por lo que se elaboraron
paligonos de frecuencias con el objeto de
intentar cbservar un posible desplazamiento
de los poligonos, en cuanto a ios rangos det
numero de particulas fagocitadas, pero tam-
poco se observaron diferencias importantes.
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EFECTO DEL SUERO DE ANIMALES TRATADOS
EN LOS MACROFAGOS MURINOS DE
LALINEA J774A.1 EXPUESTOS 18h,

30_

T

ACEITE DEE
SUERC DE ANINALES TRATADOS

Fig.3
Se muestra .el nimero de particulas fago-
citadas que corresponden a los percentiles
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 J774A.1
DE MACROFAGOS MURINGS

Aoaealoeqatonry oogytyngs

Fig. 4 Polfgonos def
dientes a la Fig. 3. Rangos: 1(0'a 4), 2(5 a
9), 3(10 a14), 4(15219).5(20 3 24) y 6(25 £
a29).

EFECTQ DEL SUERO DE ANIMALES TRATADOS
N VIVQ, EN LOS MACROFAGOS MURINUS DE
LA LINEA J774A.1 EXPUESTOS 30 min, |

100
0 L I
- I
0~ '
T I
ol \
L
60 (-
sl
g “r
=
4wl
20}
0=
SUEROBOVINO ACEITE DEE
SUERQ DE ANIMALES TRATADOS

Fig.5. Se muestra el nimero de particulas
fagocitadas que corresponden a los percen-
tiles 5, 25, 50, 75 y 95 para cada grupo
(n=200).

EFECTO DEL SUEROQ {30min) DE ANIMALES
TRATADOS EN LA FAGOCITOSIS DE LATEX
POR CELULAS DE LA LINEA JT74A.1
DE MACROFAGOS MURINOS

Lo (S S T I T Rt St M

RANGOS DE NUMERO OE PARTICULAS (n .
AGOCITADAS POR CELUI

= Fig.
+ dientes ala Fig.'5. Rangos: 1(0a19),2(204a -
-+38), 3(40.a 59), 4(60 a 79),5(80 a 99) y.

6(100 a119,7(120 a:139), 8(140 a 159),

% e(160a 179), 10(180 a 199) (n-zoo por
K gmm)
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Las células expuestas durante 30 min a sue-
ro de ratones tratados con aceite o DEE en
aceite, presentaron actividad fagocitaria sig-
nificativamente mayor (A mediana de 35.8 y
47.1% respectivamente; p<0.0001 Kruskal-
Waliis). que las células tratadas con suero
bovino fetal.

c) Numero de células NBT positivas

Los experimentos para cada estrogeno 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 gréficas.

La exposicion de las células a E; o DEE a
concentraciones de 2X10™ M a 2X10° M
durante 3h, no afecto el porcentaje de célu-
las NBT-positivas (datos no mostrados). Los
efectos de exposiciones mas prolongadas
(24h), se muestran en la Fig.7. A la concen-
tracion de 2X10" M (la concentracién més
pequeiia estudiada) se incrementé el por-
centaje de células NBT-positivas, hasta en
150% (p<0.01) con E; y 405% (p<0.01) con
DEE. Los efectos de esta concentracion y
de concentraciones 10, 100 y 1000 veces
mayores, no difirieron significativamente
entre sl (p=0.84 para E, y p=0.93 para
DEE).
CURVA DOSIS-RESPUESTA REDUCCION DE NBT

POR CELULAS DE LA LINEA J774A1,EXPUESTAS
24h A ESTROGENOS .

4EEM,

AT R I
CONGENTRACION DE ESTROGENO log 2x164-*1M

R PORCENTAJE DE CELULAS NBT POSITIVAS
o
T T T

Fig..7. Excepto donde se indica con n.s., las |

diferencias con. respecto a los valores con. .
trol fueron significativas (p<0.01) (n=8X10 o

células por concentracid).

Con concentraciones mayores (de 2X10° M
a 2X10°° M), exposiciones también’ durante
24h, los porcentajes de células” NBT-posi-
tivas " disminuyeron linealmente . hacia los
respectivos valores control, con incrementos
logaritmicos en " las -concentraciones - de
estrégenos (Fig. 8); para E;'; est. p* = 0.76,
componente lineal p<5X10%.
no lineal n.s.; para DEE, est. p® = 0.83, com-
ponente lineal p<5X10™*-;
lineal n.s. T

CURVA DOSIS-RESPUESTA REDUCCION DE NBT
POR CELULAS DE LA LINEA J774A.1 EXPUESTAS
S

CONCENTRACION DE E3TROGEND log 2X10 1!t

Fig. 8. Se muestra el comportamiento lineal
que siguen las células conforme al incre-
mento logaritmico de las concentraciones de
estrégenos, hacia los valores control
(n=8X10 * células por concentracion).

Con concentraciones aun mayores (de
2X10% M a 64X10°° M), los porcentajes de
células NBT-positivas continuaron disminu-
yendo linealmente con incrementos logarit-
micos en las concentraciones de estrégenos
hasta valores menores a los de las células
control, (Fig. 9); para Ez est.p? = 0.94, com-
ponente lineal p<1x10" , componente no
lineal n.s.; para DEE est.p? = 0.72, compo-
nente lineal p<2X10°®, componente no fineal
n.s.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA REDUCCION DE NBT
POR CELULAS DE LA LINEA J774A.1 EXPUESTAS
24h A ESTROGENOS

15

PORCENTALE DE CELULAS MIT POKTTVAT
SERM

‘CONCENTRACION DE ESTROGENO ( n X10°*M)

Fig. 8. Comportamiento concentracién-de-
pendiente con Incrementos logaritmicos de
las concentraciones de estrégenos hacia y
por abajo de los valores control (n= 8X10
células por concentracion).

Exposiciones durante un tiempo mas 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 (Fig. 10), con aumentos logaritmicos
en las concentraciones de DEE; est. p® =
0.57, componente lineal p<6X107, compo-
nente no lineal n.s.

CURVA DOSIS-RESPUESTA REDUCCION DE NBT
POR CELULAS DE LA LINEA J774A.1 EXPUESTAS
72h A ESTROGENOS

A

\\ N
AN
\\

20

PORCENTAJE DE CELULAS NBT POSITIVAS
R . 2EEM.
3

DA
CONGENTRACION DE ESTROQEND {a X10°*M|

Fig.10. Efectos de la exposicion a DEE du-
rante 72h continuan presentando las células
un comportamiento concentracion-dependi-
ente, pero ahora por debajo del valor control
{n=8X10 ° célutas por concentracion).
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2.- Produccién de anticuerpos.

a). Efecto del tratamiento con estr 6g
en los niveles sanguineos de 1gG anti-
H37Rv.

Se estudio el efecto de {a administracion de
estrogenos (durante 3 dias), en la fase
primaria de la respuesta inmune dei raton,
inmunizando (dfa 0), con el extracto protelco
de i is. Se evalub ia
respuesta midiendo mediante ELISA
Indirecto, los anticuerpos IgG anti-H37Ry en
el suero, los dias 5 (Fig. 11) y 17 (Fig. 12),
posteriores a la inmunizacion. No se
observaron diferencias  estadisticamente
significativas entre los tratamientos ni entre
los tratamientos y el grupo control a ninguno
de los dos tiempos estudiados.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTROGENOS
EN LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS
ESPECIFICOS (igG antl-H37Rv) DIA Sto.

POSTERIOR A LA INMUNIZACION.

Absorbancia 492/630nm ¢ e.em. {nad
3
T T T C T T

—1
+1.7 .20 .23 -26 .29 32 A5
log de Ia reciproca de fa dilucidn de los susros

o
T

Fig.: 11, ELISA Indirecto para evaluar el
efecto. del tratamiento con E, y DEE
(durante los dias 1, 2.y 3), sobre la
produccion de anticuerpos 1gG anti-H37Rv
(fase primaria), evaluada en el suero el dia 5
posterior a fa inmunizacién. No se
encontraron diferenclas  estadisticamente
significativas entre los sueros de ratones
tratados y los de ratones testigos

EFECTO DEL TRATAMIENTO ¥ VIyO

POSTERIOR A LA INMUNIZACION CON
H37Rv, EN LOS NIVELES SERICOS DE
19G 17 DIAS DESPUES DE INMUNIZAR

O ACENTE

—'won
)

' =0.85

T T T

Absorbancia 492/630 om £ e.e.m. (nxd)

b
47 .20 23 26 28 32 .35
log ce ta recfproca de {a dilucién de los susros

Fig. 12. ELISA indirecto para evaluar el
efecto del tratamiento con DEE (durante los
dias 1, 2 y 3), sobre la produccién de
anticuerpos IgG anti-H37Rv (fase primaria),
evaluada en el suero el dia 17 posterior a la
Inmunizacion. 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 combinaclones de
tratamiento con estrégenos e
inmunizacién en el nimero de clonas
secretoras de IgG anti-H37Rv.

Se estudié el efecto del tratamiento con
estrogenos en ratones (durante 3 dias),
posterior o previo a la inmunizacién (dfa 0),
con el extracto proteico de i

i mediante ensayo
inmunoenzimético de punto en filtro (FIPA),
para cuantificar el nimero de céiulas
secretoras de anticuerpos IgG anti-H37Ryv,
con el objeto de tratar de correlacionar los
resultados con los de los niveles sangulneos
circulantes de anticuerpos anti-H37Rv. para
determinar si los niveles sanguineos de
anticuerpos, correspondian a incrementos
en el nimero de células secretoras (si es
que los estrégenos tienen efecto estimulante
de la profiferacidn), o a incrementos en la
secrecion de los anticuerpos por estas
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células. (sl es que los estrégenos tienen
efectos intensificadores de la produccién).

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS jN VIVQ
- POSTERIORES A LA INMUNIZACION CON
H37Rv SOBRE EL No, OE CELULAS
SECRETORAS DE |gG, Sto. DIA
POSTERIOR A LA INMUNIZACION

3 E

5 120

Pob

§ L t— =

§ N3 =

g 40 F'-

R

] 3

N . . .
ACEITE [+ DEE
TRATAMIENTO ff YD

«, Fig. 13 Efecto del tratamiento con E, y DEE
.(durante los dias 1, 2 y 3), sobre el numero
de células secretoras de IgG anti-H37Rv
evaluado mediante ELISPOT, al 5§° dia
posterior a la inmunizacién (dfa 0), E!
incremento de 18% en los animales fratados
con DEE respecto al grupo confro! tratado
con el disolvente, no fue estadisticamente
significativo. Los esplenacitos provienen de
los animales cuyos datos se presentaron en
la figura 11 (n=4).

EFECTO OF LOS TRATAMIENTOS I VIVQ
PREVIOS A LA INMUNIZACION CON H37Rv
SOBRE EL No. DE CELULAS SECRETORAS

DE 19G. AL 6° DIA DE LA INMUNIZACION

200
180

160
140

120

No. DE CELULAS SECRETORAS OF iG /2X10°
g

¥ DEE
TRATAMIENTO J¥ YO

Fig. 14 Efecto del tratamiento con DEE
(durante los dlas -3, -2 y -1), sobre el
nimero de células secretoras de IgG anti-
H37Rv al dia 5° posterior a la inmunizacién.
No se observaron diferencias estadis-
ticamente significativas (n=3).

c). Efecto de dos combinaciones de
tratamiento con estrogenos e
inmunizacién en el peso del bazo.

Se estudid el efecto de las combinaciones
de tratamiento con  estrogenos e
inmunizacion con el extracto proteico de
Mycobaglerium tuberculosis, para tratar de
identificar una posible correlacién entre el
nimero de células secretoras de
inmunoglobulinas anti-H37Rv y el peso del
6rgano esplénico, al §° dia posterior a la
inmunizacién, en los mismos animales. En
ninguna de las dos combinaciones; de
tratamiento posterior (Fig. 15), o previo (Fig.
16), a la inmunizacion, se observaron
diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO (N VIVQ
POSTERIOR A LA INMUNIZACION CON
H37Rv EN EL PESO DEL BAZO AL Sto,
DIA POSTERIOR A LA INMUNIZACION

ACENE €2 DEE
TRATAMIENTG {4 VIVO

Flg. 15. Efecto del tratamiento con E, y DEE
{durante los dlas 1, 2 y 3), sobre el peso del
bazo al 5° dfa posterior a la inmunizacién.
E! incremento ponderal de 29% del grupo
tratado con DEE con respecto al control no
fue estadisticamente significativo (n=4).

EFECTO DEL TRATAMIENTO [N VIVO
PREVIO A LA INMUNIZACION CON H37Rv
EN EL PESO DEL BAZO AL 5to. DIA
POSTERIOR A LA INMUNIZACION

3

g

§

g

PESODELBAZD mg tEEM, (3}

g

ACEITE OEE
TRATAMIENTO N VIVO

Fig. 16. Efecto del tratamiento con DEE
(durante los dias -3, -2 y -1), sobre el peso
del bazo al &° dfa posterior a Ia
Inmunizacién. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (n=3).

d). Efecto del tratamiento /n vivo con DEE
sobre el nimero de clonas secretoras de
1gM e IgG anti-H37Rv.

Nuestros resultados preliminares que se
presentan en la Tabla | y Fig. 17, muestran
que en los grupos que no recibieron el
antigeno (grupos 1,2 y 3), con los diferentes
tratamientos, el nimero de clonas secreto-
ras de anticuerpos IgM e IgG fué semejante,
En los grupos que recibieron el antigeno
(grupos 4, § y 6), el numero de clonas
secretoras de anticuerpos 1gM e 1gG fue
considerablemente  mayor. No  hubo
diferencias significativas en el nimero de
clonas secretoras de anticuerpos IgM con
los diferentes tratamientos (grupos 1, 2y 3),
ni entre el nimero de clonas secretoras de
1gG (grupos 4 y 5), tratados con antigeno o
con antigeno y solvente. Comparado con el
grupo tratado con e! solvente (grupo 5), el
nimero de clonas secretoras de IgG del
grupo tratado con DEE (grupo 6) fue 2.8
veces mayor p<0.0002 (2).
RUMERD DE CLONAS SECRETORAS DE
ANTICUERPOS lgM e ig ANTI-HI7Rv

ETECTADAS AL 5* DIA MEDIANTE
INMUNOENSAYO ENZIMATICO EN FILTRO,

g @ s
AIF

B [ |e=arso 1
E 30~ [IS33 AIF+80LYVDEE Peo00o2 50
8 1
'§ w© H e
FE) H
g 0 B d»
g 10 10
] 1
E ]

123 ass 123 45»

o )

0 wmalie  ConaNmGEND

Fig. 17 Efecto del tratamiento in vivo con
DEE {(durante los dlas 1, 2 y 3), despugs de
fa administracion de AIF, o de la
|nmunlzac10n con el extracto proteico de

en AlF, sobre el
nimero de células  secretoras  de
inmunoglobulinas IgM e 1gG. Debido a que
se comparan cuentas se utilizé la prueba de
dos muestras con distribucién de Poisson
(n=4).
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TABLA |

EFECTO DEL TRATAMIENTO /N V/VO CON DEE SOBRE EL NUMERO D
E
- CELULAS SECRETORAS DE INMUNOGLOBULINAS IgM e igG ANTI-H37Rv.

DISENO EXPERIMENTAL

[TRATAMIENTOS [GRUPGS

| [DlA™ 1

[ANTIGENO o |

[ADYUVANTE [0 T+

l DEE 6mg/kgldia |12y 3 |

[ACETEDE MAIZ [1,2y 3 |

| No. de clonas positivas- en 8X10°
*'| esplenacitos

[1SOTIPOIgM  [CINCO [6 |9~ |11 50 [41 [38 |

T T

[1SoTiPOIge~ [ciNco |3 - [7 o9 . |22

[FP<0.0002 ] I ' : | ':'f‘l"j‘,"
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3.- Exposicién in vitro a estrége-
nos, de 5 hibridomas de células B
de ratén, secretoras de IgG.

. Se estudio el efecto in vitro del E; o DEE, en
la secrecidon de inmunoglobulinas, en la
viabilidad celular y en el crecimiento,

a) Hibridoma MMTBDS.

Se estudié el crecimiento y la viabilidad celu-
lar de éste hibridoma en presencia del disol-
vente (etanol), ¥y no se observé 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 (Fig.19), y
posteriormente se estudio el efecto de los
estrégencs en este hibridoma,

CURVA DE CRECIM JENTO DEL HiBRIDOMA
MURINO MMTBDS

e
— g
_ o150 o =001 g
T P=0,00066 ]
£ o12s 2
: g
g o100 2 2
0075 8
: 8
| boso ! 2
2 oo g
- 2
2
0,000
[} 872

Yo TiEMPO b

Fig. 18.:El crecimiento de éste hibridoma en
presencia_de etanol, durante todo el periodo
de estudio sigue una fase exponencial, se
evalué ‘mediante la reduccién del MTT, El
disolvente no afecta el crecimiento.

CURVA ESTANDARD IgG DE RATON
DE CON ELISA

Absocancie 49280 tansEEM, (n=8)
2
1

o
v

| e
bl i S TR TR SO S

00 01 02 04 08 10
CONCENTRACION DE ESTANDARD (I5G) po/poza

Fig. 19 Se estableci¢ ésta curva estandard
para calcular las concentraciones de las
determinaciones de los sobrenadantes de
los cultivos del hibridoma MMTBDS, e indi-
rectamente cuantificar las concentraciones
delos mismos.

Los efectos del E; sobre la secrecion de in-
munoglobulinas en el hibridoma MMTBDS6 se
presentan en la tabla II. El E; aumenté la
secrecion de 1gG en forma concentracién-
dependiente, E! efecto estimuiante en el ex-
perimento 1, se observé con 2X10 "M (Fig.
20), y fué hasta de 64% con 2X107.M

CURVA DOSIS-RESPUESTA HIBRIDOMA MMDE
EXPUESTO 72h A E,, EFECTO SO8BRE

LA SECRECIONDE I3G. [ o sov

-u-§,

P/ T T T T T T
i J
a k1) . —-
i 20 —-
T s -
% B
10 —1
§ 03 § *pc0.0s —J
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I

" I I R R
EEERIICNEEXE
u

CONCENTRACION DE £ iy 2x101*7)

Fig. 20" Resultados del experimento’ 1, el
- ensayo se"reallzé por pu_ad;qplicaqo,- no se
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muestra la curva con DEE, ya que no se
observo diferencia estadlisticamente signifi-
cativa con respecto a su control de disolven-
te.

En el experimento 2 (Fig.21), el incremento
maximo ocurrié a una concentracién de E,
més pequefia 2X10 ° M y fué de mayor
magnitud (255%). Aumentos adicionalss en
las concentraciones de E, produjeron con-
centraciones de IgG progresivamente meno-
res (Figs. 20, 21y 22).

CURVA DOSIS-RESPUESTA HIBRIDOMA MMDe
EXPUESTO 72h A E,. EFECTO SQBRE

LA SECRECIONDE igG. [ © Sov
-.-E,

AT T 1T T T U1 T

|4

-

*p <008

,,{’_},1111::1L|1J’
A3 M2 A1 0 8 A T 8 8 4

CONCENTRACION DE £y oy 2x10{"%)

COMCENTRATON DE g0 by 106 2 EEM. (mad]
H
0

Fig.-21 Resultados del experimento 2, se
realiz6 el ensayo por cuadruplicado, no se
presenta la curva con DEE, ya que no se
observd diferencia estadisticamente 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 razén entre el promedio de las con-
centraclones en los pozos expuestos a E, ¥
el promedio de las concentraciones en los
pozos control. Con E; a la concentracion de
2X10 ° M la razén fue de 1.73 (p<0.05).
DEE adicionado a los cultivos en el rango de

2X10 * a 2X10 7 M no increment6 la secre-

cién de IgG. :

CURVA DOSIS.-RESPUESTA HIBRIDOMA MMDS
EXPUEBTO72h A €, O DEE. EFECTO SOBRE
LA SECRECION DE 1gG.

[Y') R 5773 I I I Y S Y B N
0 M.9291-109 8 7 8 5 4
CONCENTRACION D ESTROGEND oy X107 M

Fig. 22. Obtencién del Indice de estimula-
cién con E; al dividic 1a concentracion obte-
nida de IgG para cada tratamiento con res-
pecto a su control de disolvente (n=8).
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TABLA 1

- ‘ EFEC'I_'O DEL E2 SOBRE LA SECRECION DE lgG DEL HIBRIDOMA MMTBD6

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2

[1gG] te.e.m. A%* p** [IgG] te.e.m A%* P*

058+027 = -

s 0.09%0.40

‘ ‘}diferen,{:i_a'po_rceptua] con respecto al i:‘ont'rol;v‘
** DUNNETT vs. control- + " -
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En los demas hibridomas estudiados; antj-
actina (Fig. 24), anti-ribotimidina (Fig. 28),
anti-dinitrofencl (Fig. 32) y anti-lipoprotena-
a (Fig. 35), no se observo incremento en Ia
secrecién de anticuerpos, dentro del mismo
rango de concentraciones de los estrégenos
que produjeron efecto estimulante en el hi-
bridoma MMTBD6. Tampoco se observé
inhibicién en la proliferacion celular (Figs.
25-27, 29-31 y 33 excepto en el hibridoma
L7, esta fué atribu(ble al efecto de! disolven-
te (Fig. 36, p<0.001, Dunnett).

b) Hibridomas anti-actina y antiribotimi-
dina.

Se establecié un ELISA indirecto para poder
cuantificar las 1gG lotales en Jos sobrena-
dantes de los cultivos de estos hibridomas
(Fig. 23}, al no poder contar con los antige-
nos para cuantificar los anticuerpos especl-
ficos.

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

0.80
085

LY S Rt e S T

" Atnoddwncla 4051630 am{n =)

Poo0o0000000
DAL OB D NN ®
Swowdhdaoa

| Y I S A G|
31 63 125 250 500 1000

CDNCENTRACIDN DEL ESTANDARD
nanogramos da 1gG/ pozo

Fig. 23, Establecimiento de las condiclones
de un ELISA indirecto tipo sandwich, para
determinar la cantidad de IgG total en los
sobrenadantes de los cultivos (n=6). de los
hibridomas  anti-actina y anti-ribotimidina,
validacion del sistema de medicién.

HIBRIDOMA ANTI-\ACTINA EXPUESTD
72h A E, O DEE

EFEOTO SOBRE LA SECRECIDN DE 196

Kbsorbancia 4057830 nmt EEM.(n=§)

CONCENTRACION DE ESTROGENG
tag 2Xi0'*IM

Fig. 24. Efecto de los estrégenos en la se-
crecion de IgG in vitro en el rango de con-
centraciones que se observé efecto en el
hibridoma MMTBDS, no se observaron dife-
renclas significativas con respecto a sus
controles.

HIBRIDOMA ANTI-ACTINA EXPUESTO 72h
A E, EFECTO EN EL CRECIMIENTO

08 O Solv
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: Fig 25 Efecto de dos concentrac[ones de E;

sobre el crecimiento de éste hibridoma, no
se observé 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 ANTi- ACTINA
. EXPUESTO 72h A
. EFECTQ SOBRE EL CRECIMIENTO

o Soiv

07" | 'w. OEE2000M -
— == DEE 200 nM p' =0 83

- Apectancia 570 o £ EEM. (el)

Fig. 26.: Efecto de dos concentraciones de
DEE sobre el crecimiento de éste hibridoma,
no se observé' diferencias significativas de
los grupos tratados con respecto a el contro!
de disolvente a los diferentes tiempos estu-
diados (n=4).

HIBRIDOMA ANTI-ACTINA EXPUESTO 72h
A E, O DEE. EFECTO EN EL CRECIMIENTO

O - Solv
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S240 04 7
I TIEMPO e

Fig. 27. Efecto de concentraciones altas de

- E;y DEE sobre el erecimiento de éste hibri-

. doma, no se observé diferencias significati-
vas de los grupos tratados con respecto a el
control de disolvente a los diferentes tiem-
pos estudiados (n=4).

HIBRIDOMA ANTI-RIBOTIMIDINA
EXPUESTO 72h A E,Y DEE

EFECTOEN LA SECRECION DEigG
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Fig. 28. Efecto de E, y DEE en el rango de
concentraciones estimulante para el hibri-
doma MMTBD6 no se observaron diferen-
clas significativas con respecto a los grupos
control {(n=6).

HIBRIDOMA ANTI-RIBOTIMIDINA EXPUESTO 72h
A E, EFECTO EN EL CRECIMIENTO
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Fig. 29. Efecto del E, sobre el crecimiento
de éste hibridoma a dos concentraciones, no
se observaron diferencias significativas con
respecto a la curva control de disolvente

(n=4).
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n HIBRIDOMA ANTI- -RIBOTIMIDINA EXPUESTO 72h
S A DEE EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO
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Fig. 30. Efecto del DEE sobre el crecimiento
de éste hibridoma a dos concentraciones, no
se.observaron diferencias significativas con
respecto a la curva control de disolvente
(n=4).

HIBRIDOMA ANTI-RIBOTIMIDINA EXPUESTO 72h
AE, 0 DEE EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO

09 —~——

Fig 31.Efecto def E, y DEE 'sobre el creci

_miento de éste hibridoma;: no se observaron e
diferencias significativas ‘con respecto ala:

curva control de dlsolvente (n-4)

¢) Hibridoma anti-dinitrofenol.

HIBRIDOMA 2C8 EXPUESTO 72h A E,
O DEE. EFECTO EN LA SECRECION
DE ANTICUERPOS ANTI-DNP {1gG)
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Fig. 32. Efecto de E, y DEE en la secrecion
de IgG por el hibridoma anti-DNP (2C8), en
el rango de concentraciones estimulantes
para el hibridoma MMTBDS, no se observa-
ron diferencias significativas en los grupos
tratados con respecto a los grupos control
de disolvente (n=6).

HIBRIDOMA 2C8 EXPUESTO 72h
AE, O DEE.

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO
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ig.-33.; Efecto de E, ¥.DEE 2X
recnmlento del hlbridoma 2C8, no'se obser-
“varon’: dlferenclas ‘significativasde ‘ambos
estnbgenos can respecto a Ia curva de disol-

vente (n—4)
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d) Hibridoma anti-lipoproteina-a

CURVA ESTANDARD 1gG DE RATON
(ELISA INDIRECTO) - o

§ 1810
. g e

8 om0
T8 om0~

oasto |-
o Bz

I KT SR B
EOr 1 2 3
" concantracién de IgG de nién pg / pozo

Fig.:-34. 'Se  establecié un ELISA  tipo

~ sandwich para cuantificar en los sobrena-

- dantes- del hibridoma L7 la 1gG anti-
lipoproteina-a; fijando a la fase sélida lipo-
protelna-a pura (PAGE/SDS), usando como
estandard anticuerpo monoclonal  anti-
lipoproteina-a comercial y detectando con
1gG de cabra-POD (Fab especifica).anti-lgG
de ratén (molécula completa).

HIBRIDOMA MURINO ANTL-LIPOPROTEINA a
EXPUESTO 72h A E,.
EFECTO EN LA SECRECION DE IgG
040
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Fig! 35. Efecto del E,"sobre la secrecion de.
19G ‘in. vitro . por el hibridoma ‘L7 (anti-

lipoprotelna-a), en el rango de concentracio-
nes estimulante para el hibridoma MMTBDs,
no'se observaron diferencias significativas
z:one;'especto al grupo control de disolvente
n=6).

HIBRIDOMA MURINO ANTI-LIPOPROTEINA &
EXPUESTO 72h A E,.

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO
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Fig. 36. Efecto del disolvente y E; 2X107 M
sobre el crecimiento del hibridoma murino
L7, comparado respecto al crecimiento es-
pontaneo del mismo en ausencia de disol-
vente o estrdgeno. Hubo diferencias esta-
disticamente significativas a las 24, 48 y 72h
(p<0.005, Dunnett).
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Vil. DISCUSION

EFECTOS DE ESTROGENOS EN
MACROFAGOS

1.- Macréfagos perit

A). Estimulacién in vivo de la actividad
fagocitaria de macréfagos peritoneales
residentes, provenientes de ratones trata-
dos con DEE.

Hay numerosos reportes en la
literatura de la estimulacion de la actividad
fagocitaria de macrofagos (“estimulacion del
sistema  reticuloendotelial”), por la
administracion de DEE y otros estrogenos.
Han sido utilizados varios esquemas de
administracién de estrégenos (dosis Unicas
bajas o altas; diferentes dosis en forma
repetida), ademdas de diversos métodos;
como son los de aclaramiento plasmético de
carbén coloidal (Nicol, 1967; Warr, 19732 de
lipidos marcados con radioisétopos ™' |
(Trejo, 1972; Loose, 1976), de células y
endotoxinas bacterianas marcadas con
radioisétopos (*' Cr)(Trejo, 1972. Nuestros
resultados coinciden con los reportados
en la literatura. Nuestra aportacion consiste
en haber estudiado esta respuesta tanto in
vivo como in vitro.

B) La exposicion in vito a DEE de
macréfagos peritoneales residentes de
ratén, disminuye la actividad fagocitaria. El
efecto depresor fue semejante para todo el
rango de concentraciones estudiadas (de
2X10" a 2X10* M). Estas observaciones
contrastan con la estimulacion in vivo de la
actividad fagocitaria de macréfagos, lo que
parece indicar que la accién estimulante de
los estrégenos en los macrofagos es un
efecto indirecto. Este efecto indirecto puede
requerir la participacion de otras células,
posiblemente secretoras de factores inmu-
nomoduladores, o transformadoras de es-
trégenos en hormonas inmunoestimulantes.

2.- Macréfagos tumorales de ratén

A.- En los ensayos de actividad fagocitaria
en macrofagos tumorales murinos de la
linea J774A. utilizando particulas de latex, el
suero de animales tratados con DEE no
produjo ningln efecto apreciable. Estos
resultados podrian deberse a que el tiempo
transcurrido entre la Gltima administracién
del estrégeno y la obtencion del suero haya
sido demasiado largo, y que por tanto ya no
esluvieran presentes en el suero posibles
productos de transformacion de estrégenos
con actividad estimulante de ia actividad
fagacitaria de macréfagos.

B.- Los efectos del E, y DEE observados en
este estudio en macrofagos tumoraies
murinos de la linea J774A.1, consistentes en
un aumento considerable en la actividad
fagocitaria a concentraciones muy bajas
2X10™ M ) de los estrégenos, fueron
semejantes a los de concentraciones hasta
mil veces mayores (2X10"'° M). Sélo
concentraciones adn mayores disminuyeron
en forma lineal con respecto al logaritmo de
las concentraciones la actividad fagocitaria,
que llegd a disminuir a valores inferiores a
los basales.

Esta discrepancia, con respecto a
macréfagos peritoneales residentes
normales expuestos in vitro a estrégenos es
dificii de explicar a la lz de los
conocimientos actuales. Solo cabe sefalar
que en relacisn a otra respuesta, la
secrecion de interleucina 1B, en monocitos
circulantes humanos (Polan, 1989) y en la
linea HLB0 de células tumorales de
leucemia promielocitica, se observa un
efecto bifasico semejante (Mori, 1992).

Una explicacion posible de estos
efectos bifasicos serla la siguiente: Clohisy y
cols. (1987), observaron en células de
médula ésea no transformadas, precursoras
de macréfagos, incrementos en la
membrana plasmatica, inducidos por la
1,25-dihidroxivitamina D, en la expresion
del receptor manosa-fucosa especlt'{co de
macréfagos. Este  receptor pern-!lte la
endocitosis de algunas glucoproteinas y
particulas derivadas de levaduras, p. €j.
Zymosan (que es la particula emple.ada en
este estudio). Concentraciones bajas del
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estrégeno pudieran inducir el aumento en la
expresion de los receptores para manosa-
fucosa, -y concentraciones mayores de
estrogenos pudieran disminuir la expresion
de los receptores a los estrégenos (receptor
down-regulation), dando por resultado los
efectos bifasicos sefialados.

Otra posible explicacién estd basada en la
posible presencia de dos tipos de proteinas
de unién especifica a estrégenos (tipo [ y
tipo 1l) observadas en monocitos humanos
de sangre periférica (Markaverich y Ciark,
1979;Ranelleti y cols,, 1988, Wada vy
cols.,1992). Los de tipo | son de alta afinidad
y baja capacidad y los de tipo Il son de baja
afinidad y alta capacidad. El efecto
estimulante de los estrogenos en Ia
actividad fagocitaria de la linea tumoral co-
rresponderla @ una accién mediada por
proteinas tipo | y el efecto inhibidor a
proteinas tipo .

EFECTO SOBRE EL NUMERO DE
CELULAS SECRETORAS DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOS

Incremento significativo en el numero de
células secretoras de IgG especificas, en
ratones tratados con DEE e inmunizados por
via iintraperitoneal con extracto proteico de

El aumento observado en este
estudio en el nimero de células secretoras
de anticuerpos  especificos por la
administracion in vivo de DEE, contrasta con
las disminuciones reportadas por Sljivic
(1974), Luster (1980) y Ezaki (1982). La
magnitud de las disminuciones es funcién de
la dosis de antigeno administrado; a mayor
dosis de antigeno, corresponde una menor
disminucion en el numero de células
secretoras de anticuerpos especificos. Con
dosis suficientemente grandes de antigeno
puede abolirse la disminucién en el nimero
de células secretoras de anticuerpos
especificos producida por los estrégenos
(Sljivic,1974;Ezaki, 1982).

En un estudio posterior, Sljivic
(1875) observé que el bloqueo por medio de
carbén colofdal de la captacitn hepatica de

un antigeno reducla el efecto inhibidor de
estrégenos en el numero de células
formadoras de placas de lisis,

Kenny (1976) reportd que el
tr§tamlenlo con estrégenos no disminuye e)
nimero de células formadoras de placas de
|IS!$. Kenny inmunizé por via intraperitoneal,
{n:enlras Sljivic y Ezaki emplearon la via
intravenosa. Nuestros experimentos mues-
tran, usando la via intraperitoneal y otro
antigeno para la inmunizacién, que la
administracion de DEE, después de Ia
inmunizacion, aumenta el nimero y acelera
la diferenciacién de clonas secretoras del
Isotipo 19G. Esta interpretacién concuerda
con las abservaciones de Paavonen (1981),
del incremento de la diferenciacién de
células B expuestas in vito a E, en
presencia del mitégeno PWM.

El esquema de tratamiento seguido en estos
experimentos es semejante al del estudio
del efecto estimulante in vivo de estrégenos
en la aclividad fagocitaria de macréfagos
peritoneales residentes, En ambos tipos de
experimentos se observé el efecto
estimulante de estrogenos.

EFECTOS IN VITRO EN
HIBRIDOMAS  MURINOS  DE
CELULAS B

t
En un hibridoma de células B tumorales,
expuestas a E, se observo estimulacion de
la actividad secretora de IgG especificas,
mientras en otros cuatro hibridomas no se
observé efecto alguno. Expaosicion a DEE en
las mismas condiciones no produjo efecto
apreciable en ninguno de los hibridomas. Se
conocen varios estimulantes de fa funcion
secretora de hibridomas de células B: dcido
retinoico  (Aotsuka, 1991),  medios
condicionados (Astaldi, 1983;Pintus y cols.,
1983; Sugaswara y cols., 1985; Klaus, 1987;
Stewar & Fuller, 1889; King & Sartorelli,
1989; Gomathi y cols., 1991). Aunque no
conocemos estudios en que se haya
descrito la estimulacion en un hibridoma de
células B de su actividad secretora, en
células B normales se ha descrito la
estimulacién in vitro en la produccién de
anticuerpos  especificos  con E, ., a
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cc fones  semej a las
observadas en este estudio (Kenny y cals.,
1976, Paavonen y cols., 1981).

La falta de actividad del DEE que
contrasta con la actividad del E; , resulta
sorprendente , ya que estos dos estrégenos
comparten muchas acciones tan diversas
como son, la cornificacién vaginal en
roedores, €l efecto uterotréfico, efecto
bifdsico en la colesterolemia de la rata,
efectos bifasicos en la coagulabilidad
sangulnea de la rata y el ratén, estimulacén
in vivo de la actividad fagocitaria de
macréfagos en el ratdn, efecto bifasico en la
actividad fagocitaria de macréfagos de la
linea J774A.1,  inactividad en la
colesterolemia del ratén e inactividad in vitro
en la fagocitosis de macréfagos peritoneales
del ratén.

Si la estimulaciéon de la la actividad
secretora de IgG especificas dependen de
la biotransformacion del E, (Fotsis, 1994)
por el hibridoma en el producto activo, por
ejemplo, la introduccion en el atomo de
carbono Cy, 0 Cy5 de un grupo hidroxilo o en
los &4tomos de carbono Cy5, Cig, Cy7 0Cya
de un grupo carbenilo en la molécula del E,,
estas biotransformaciones no son posibles
en el DEE, E

Steste fuera el caso, la ineficacia del E;en
ofros hibridomas podria deberse a que
carecen de los sistemas enzimaticos para
realizar [a transformacién del E;en el
producto active.

Otlra posible explicacion de la inactividad de
los estrégenos en algunos hibridomas
estudiados seria la falta de receptares a los
estrégenos o a los productos de
biotransformacién de los 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 FOTOGRAFIA 5

CLONA SECRETORA Ig (100X}. CLONA SECRETORA DE Ig (100X}

AR
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":"v“‘.;i;
FOTOGRAFIA 4 FOTOGRAFIA 6
CLONA ANTERIOR (460X) CLONA ANTERIOR (400X)
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FOTOGRAFIA 7

CLONA SECRETORA DE Ig (100X)

FOTOGRAFIA 8

CLONA SECRETORA ANTERIOR (400X)
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