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INTRODUCCION 

El origen de la Inmunología (ciencia que estudia los mecanismos de defensa de los 
seres vivos), surgió del conocimiento común de que las personas hablan sobrevivido a 
una enfermedad infecciosa, raramente volvían a contraerla durante su vida. Tucidides 
relata que, cuando la peste hizo estragos en Atenas, los enfermos y los moribundos no 
hubieran recibido ninguna clase de cuidados, de no ser por la dedicación de .aquellos 
que ya habían sufrido la enfermedad y habían sanado, partiendo de la experiencia de 
que nadie la padecía por segunda vez (Humphrey, 1964). 

En 1733, Voltaire describió la costumbre china practicada en el siglo XV sobre la 
inducción profiláctica de la viruela, por la aspiración a través de la nariz de polvos 
secos procedentes de las costras de la viruela, ademas de mencionar a los turcos que 
habían adoptado la costumbre de la inoculación de las pústulas, escogidas entre las 
mas corrientes. 

Esta práctica llamada" Variolación", no era conciderada muy segura ya que podia 
originar riesgos con resultados tal vez fatales. Riesgo aceptable en. ésa éspoca si se 
tiene en cuenta que, en la Inglaterra de ese tiempo, 60 personas ·de cada 100 padecian 
la viruela y de estas 60, unas 20 morian en la flor de la vida y 20 más sobrevivían con 
las desagradables huellas de la misma (Humphrey, 1 964). 

Así, el primer paso hacia un procedimiento más racional, fué el de sustituir la 
procedencia del material inoculable, obteniéndolo de las lesiones producidas en las 
vacas por la misma enfermedad. Fué en 1774, cuando Benjamín Jesty, granjero de 
Dorsetshire, UK, obtuvo el virus en Chinttenhall, cerca de Yetrniste , (directamnete de 
las vacas del granjero Eldford), con lo que inoculó a su esposa en el brazo debajo del 
codo con un alfiler. (Humphrey, I 964). 

El primer médico que se dedicó de forma metódica a experimentar, para la 
comprobación del poder profiláctico de la vacuna para prevenir la viruela, fué Edward 
Jenner, nacido en Gloucestershire, UK, en 1749. El publicó en 1798 su primera 
memoria "Investigación sobre las causas y efectos de la vacuna de la viruela" y 
aunque las experiencias acumuladas por Jenner parceian concluyentes, la práctica de 
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\ aquellas chocó con una oposición violenta, Posterionnente, logró su aceptación por 

una declaración pública hecha por más de 70 de los principales médicos y cirujanos de 
Londres. Estos conocimientos dieron pauta al desarrollo de la Teoria del origen de las 
enrennedades, que fué el objetivo de los estudios de Pasteur, quien, aunque estaba 
interesado en el estudio de los génnenes, tenia. más interés en el origen de las 
enrennedades causadas por estos, naciendo asl el primer Inmunólogo Experimental 
(Humphrey, 1964) .. 

El primer experimento surgió de un accidente de laboratorio. El cólera del pollo es 
debido al bacilo del mismo nombre (Vibrion colerae), y Pasteur poseia un cultivo que 
habla sido abandonado en un banco del laboratorio durante unas vacaciones; dichos 
génnenes, al ser utilizados posterionnente demostraron haber perdido mucha de su 
capacidad para producir la enfennedad en el pollo. Además, los cultivos frescos 
dejaron también de infectar a los pollos que previamente hablan sido inoculados con 
el cultivo viejo, mientras que produclan la enfennedad en las aves que no hablan sido 
tratadas con aquél cultivo. Estos resultados le indicaron que tos génnencs virulentos 
habían sido atenuados. Este cambio, Pasteur lo reprodujo más tarde en otros cultivos 
manteniéndolos bajo condiciones anaerobias bastante tiempo. 

Por la semejanza entre 1a5 condiciones y el método de Jcnncr con la Variolación. 
Pastcur llamó a su tratamiento "Vacunación", término acuñado desde entonces para 
designar la inyección de bacterias, virus y productos como el polen, como metodo, 
para producir una inmunidad para la enfennedad futura. 

Fué cuestión de meses lo que se necesitó para descubrir el mismo fenómeno con el 
ántrax (Bacillus nnrhracis) con el mismo procedimiento. es decir, mantener al agente 
infcctivo bajo condiciones adversas "in vitro", esta vez se mantuvo el culli\'o entre 
42°C-430C, asl se obtuvieron bacilos modificados que se utilizaron para preparar la 
vacuna usada para el famoso experimento de Pouilly- Lefort, en el cual, 2~ cameros .. 
una cabra y seis becerros, fueron protegidos para tolerar la dosis virulenta del bacilo 
de ántrax, que por otra parte mató a la mayoria de los animales no vacunados. Otro 
método de atenuación fué desarrollado mediante pases en serie, de el mismo génnen a 
conejos. Los conejos desarrollaron la infección y murieron, pero, los génncnes 
rccuperrtdos. fueron menos vimlentos para los cerdos, aunque fueron mas para las 
especies homólogas (como el conejo). El pase del genncn por palomas produce <1 
efecto contrario, ya que aumcnHl la virulencia con respecto al cerdo. Partiendo de esto. 
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el procedimiento de vacunación de Pasteur consistió en una serie preliminar de 
inyecciones de bacilos atenuados por pases a trav~s de conejos, seguida de otra serie 
con génnenes de virulencia aumentada por pases a través "e palomas. 

Pero el más dramático de todos los procedimientos de vacunación de Pasteur, fue el 
que utilizó para combatir la enfennedad humana de la Hidrofobia o "rabia". La 
atenuación de este virus fué obtenida, secando al aire las mMulas espinales de conejos 
infectados. Pasteur, pudo demostrar que, con inyecciones diarias de la emulsión de 
dichas médulas (que fueron sustituIdas por m~dulas secadas durante un breve espacio 
de tiempo), no solo proteglan a los perros del virus de la máxima virulencia, si no 
también contra la enfennedad inducida por inyección de la saliva del conejo 
(Humphrey, 1964). 

Además, con el fin de darle una utilidad práctica, la vacuna tenía que obrar, aún 
cuando la enfcnncdad provocada por el virus ya estuviese presente en el organismo. 
Por fortuna. la incubacíón del virus es excepcionalmente larga ya que dura de una a 
tres semanas. El experimento de vacunar a un perro despucs de una mordedura rabiosa. 
demostró que la protección era posible si se efectuaba al principio del periodo de 
incubación. 

Después de estos experimentos preliminares, se presentó la oportunidad para probar el 
procedimiento en un paciente humano ya que en Julio de 1875, le fué llevado a Pasteur 
un muchacho con graves y múltiples mordiscos de un perro que con seguridad era 
rabioso. La primera de la serie de 13 inyecciones de emulsión de médula. le fué 
administrada tres dias después de las mordeduras y el muchacho sobrevivió. 

El riesgo que implicaba el uso de una agente atenuado solo podía medirse en la 
práctica veterinaria, pero para el hombre era preciso buscar un procedimiento mas 
seguro. Así. en 1886, tuvo lugar un notable avance gracias a Salmón y Theobal SOlith. 
quienes demostraron que los cultivos del vibrión colérico procedente de pollos. 
muertos por acción del calor, eran también capaces de prevenir la infccrión en las 
palomas. Esto les demostró que la inmunidad, también se lograba por la introducción 
de materia orgánica muerta. 

l.a inmunología por este tíempo. llegó al descubrimiento de la fonnación de un 



anticuerpo durante el proceso de inmunización y, es en 1888, que Roux y Yesin 
descubren que, un filtrado libre de gérmenes do un bacilo diftérico, contenía la 
exotoxina de este gérmen, lo que sugirió que la inmunidad podria desarrollarse contra 
tal toxina y que ello se debía, a la formación ue una sustancia especifica neutralizante 
(antitoxina), y que la inmunidad podria ser transferida a otro animal es decir, que podia 
ser conferida pasivamente. 

Este resultado fué obtenido por primera vez, con la antitoxina tetánica por Von 
Behring y Kitasato; el primero demostró también lo mismo con la antitoxina diftérica. 
El organismo probó ser capaz de producir antídotos especificos (designados 
anticuerpos) y se demostró también que podian formarse antitoxinas contra antitoxinas. 
aunque no tuvieran origen bacteriano. 

Por otro lado, Richard PfeiITer en 1894, demostró que en un animal inmunizado contra 
el vibrión colérico, aparecen anticuerpos especificos que originan la muerte y lisis de 
dichos gérmenes y que, mediante el suero de este animal, la inmunidad podía ser 
transferida a otro animal sano. Poco después, se descubrieron otros dos fenómenos 
propios del suero antibacteriano, la aglutinación y la precipitación. En 1896, Widal 
aplicó a la clinica esta reacción aglutinante para el diagnóstico de la fiebre tifoidea y 
en 1897, Kraus demostró que el tipo de anticuerpo llamado "precipitina" podia 
formarse con regularidad después de la inyección de una gran variedad de proteínas y 
polisacáridos complejos, (siendo condición esencial, que fueran ajenos al animal al 
cual eran inyectados) y sobre estas bases, nació la era de la sueroterapia que condujo a 
posteriores conocimientos respecto a las propiedades inmunológicas del suero. 

En 1893, Buchner demostró que el suero en estado fresco, era capaz de matar ciertos 
gérmenes además de que perdla esa facultad des pués de haber sido calentado a 56·e. 
El agente termo lábil que ayudaba a su acción bacteriana fué llamada" Alexina" (su 
sinónimo moderno es el de complemento). El hecho evidente de la presencia de una 
actividad antitóxica y antimicrobiana, se consideró suficiente para explicar el 
mecanismo de inmunidad a las enfermedades infecciosas. Punto de vista 
vigorosamente combatido, ya que se atribuía a las células el principal papel en la 
inmunidad más que a los factores humorales. 

Defensor de esta idea fué el ruso Elie Mctchnikoff, quién estaba convencido de que la 
fagocitosis realizada por los leucocitos constituía el factor preponderante de la 
inmunidad. El, si bien admitía la función de los componentes del suero, negaba que 
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contribuyenm en absoluto a la inmunidad innata o no especifica, asi que, al aceptar el 
concepto de que la fagocitosis era importante para la resistencia a las infecciones fué 
un proceso gradual. 

Hoy dla, se acepta ampliamente que, la importancia de la fagocitosis y de los factores 
humorales difieren con la especie del huésped y con la naturaleza del elemento 
patógeno. 

Almroth Wright, propone que la principal acción de un anticuerpo especifico (que 
existe en grandes cantidades después de la infección), es la de reforzar la acción 
destructiva de los fagocitos, propiedad que llamó "opsónica" del griego opsono 
(preparo alimento para) y a la substancia misma, la "opsonina" 

Hasta aqul, se ha considerado la relación entre el concepto de inmunidad y la 
resistencia a las infecciones. Sin embargo, se debe hacer notar la característica 
primordial de los anticuerpos que es su especificidad. Cuando los inmunólogos se 
dieron cuenta de la selectividad de tal mecanismo, pronto 10 utilizaron para analizar la 
composición antigénica de los gérmenes y otros complejos antigénicos. 

En 1900, Landsteiner empleó el antisuero natural, para el conocimiento de los 
diferentes componentes antigénicos en los hematles de varias personas, (estos son los 
grupos sangulneos A, B Y O), poco después, Uhlenhth en 1901, publicó varios 
trabajos sobre la diferenciación de las claras del huevo de diversas especies de pajaros 
por el método de la precipitina, preparando el camino para la aplicación de esta 
reacción con fines forenses, para poder reconocer la presencia de sangre humana en las 
manchas de sangre. Existe sin embargo un limite a esta precisión (como las globulinas 
del suero humano y de mono inyectadas a conejos), los anticuerpos de un antígeno 
pueden reaccionar con otro aunque generalmente con menos intensidad a 10 que se le 
llama" reacciones cruzadas" . 

A principios de este siglo, varios investigaciones centraron su interes en los aspectos 
fundamentales sobre la manera por la cual. el anticuerpo actúa con su antlgcno 
homólogo. Fue una contribución importante la hecha por Paul Ehrlich, (que puede 
considerarse pionero de la lnmunoqulmica), cuando en 1897, conccbió la teoria 
general de la inmunidad, la cual bajo el nombre de la tcorla de" La cadena lateral" o 
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"del receptor", tuvo una profunda influencia para estimular los trabajos fundamentales 
sobre el mecanismo de la producción del anticuerpo. 

La opinión teológica sostenida de que la formación de un anticuerpo era destinada 
especlficamente a proteger al hu~sped infectado, tuvo una franca oposición como 
consecuencia de la observación de que a veces, la entrada del antigeno en el organismo 
ocasionaba una sintomatologla grave y aún la muerte. Este fenómeno por el cual una 
respuesta inmunitaria conduce a reacciones nocivas por las células del organismo, se le 
conoce con el nombre de Hipersensibilidad. 

Datos proporcionados por Porter-Richerd en 1902, llamaron al desarrollo de la 
sensibilidad por substancias relativamente inocuas, (las reacciones anafilácticas), así 
como las tentativas para establecer su patogenia, fueron objeto de gran interés antes de 
la primera Guerra Mundial, dando origen a hipótesis muy semejantes. Se sugirió y 
experimentó para comprobarlo, que cuando un antlgeno y un anticuerpo reaccionaban 
juntos en el plasma, activaban una enzima proteolltica latente que, provocaba la 
sedación y diseminación de fragmentos altamente tóxicos del anUgeno, a esto se debia 
la sintomatología propia de la anafilaxis. Es dificil dar una explicación lógica a este 
fenómeno, por el hecho de que un animal que ha sido sensibilizado con el fin de 
someterlo a un choque anafiláctico mediante la inyección del antigeno. a veces no 
presenta ningún anticuerpo circulante dctectable. 

Dale, cn 1910, descubrió las propiedades farmacológicas de la histamina y demostró 
que las inyecciones de la misma, reproduclan muchos si bien no todol, a los sintomas 
de la anafilaxis. La histamina estaba presente en la sangre o en las células de los 
tejidos pero no en el plasma y la interacción del anUgeno con el anticuerpo dai\ando a 
estas, originaban la liberación de la histamina y quizás otras manifestaciones, lo que 
parecla proporcionar una explicación satisfactoria de este fenómeno. 

La idea se rati ficó cuando se comprobó que tanto la tcorla celular como la humoral son 
válidas en diferentes aspectos. Muehas investigaciones, algunas sistemáticas y otras 
exploratorias, fueron llevadas a cabo sobre la capacidad de diversas células 
(generalmente hematíes) y de tejidos de diferentes especies, para producir anticuerpos. 
realizándose repetidos ensayos para observar hasta que punto ocurrían reacciones 
cruzadas entre los anticuerpos y los extractos de tejidos obtenidos de diferentes 
especies. La consecuencia de este estudio fu~ en buena parte debido a Witedski. quién 
demostró que algunos tejidos (cristalino, páncreas, tiroides y cerebro), contenian 
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mate:ias, antigénicas esrecificas del tejido pero que eran, al menos en parte, comunes a 
mucha,; especies cOmo en el caso del cristalino. Los anticuerpos preparados contra el 
tejido ext .. ~i\o reacc;-::ilab~ .. in vitro" con el correspondiente tejido de la especie 
donde se hablan creado los anticuerpos; los intentos para inmünizar animales contra los 
tejidos obtenidos de la misma especie no tuvieron éxito, por lo general, en ningún caso 
fué posible 'atribuir alteraciones patológicas a la auto inmunización, ya que el 
organismo no reaccionaba contra sus propios constituyentes. Para la mayoria de los 
inmunólogos, esta opinión permaneció incólume hasta que Coombs, en 1954, introdujo 
la prueba de la antiglobulina para los anticuerpos RH y al af\o siguiente Boorman, 
Louit y Dodd, utilizaron la prueba para demostrar que ciertos pacientes de Anemia 
Hemolítica Adquirida poseen anticuerpos contra sus propios hematles. 

El interés hacia las investigaciones sobre la patologla de las reacciones inmunológicas, 
realizadas en animales de ,experimentación, aumentó en gran manera y ha recibido hoy, 
un nuevo impetú' y constante, estimulo para el desarrollo de la inmunologia. la cual 
constituye' una gran esperanZa para lograr eficaces medios para defender al hombre y a 
los animales domésticos contra las enfermedades. 

Con la aparición de las sulfamidas en 1936 y de la penicilina en 1941, seguida de una 
variedad de antibióticos y agentes quimioterapéuticos, se sobrepasaron en mucho a las 
esperanzas de antaf\o. Al mismo tiempo que se fué comprobando de manera evidente 
el éxito'de la terapéutica (Quimioterapia) contra infecciones bacterianas, se puso de 
relieve sus deficiencias para combatir enfermedades producidas por virus, El 
perfeccionamiento de ciertos métodos para conseguir el crecimiento y la purificación 
de los virus, unido a una mejor comprensión de su epidemiologia, han hecho que la 
inmunización activa contra varios virus, sea inofensiva, fácil y eficaz. Al mismo 
tiempo, se- cuenta con métodos perfeccionados de cultivos y con una mejor 
conservación de los componentes antigénicos importantes y con un mínimo de factores 
tóxicos. 

Del estudio de las enfermedades Inmunológicas en todas sus facetas, se han derivado la 
mayor parte de los conocimientos que hoy poseemos de los grupos sangulneos y uno 
de estos fue, el conocimiento de que los anticuerpos (Acs) se unlan con sus antígenos 
(Ags) correspondientes, dejando de producir no obstante, la aglutinación subsiguiente, 
conduciendo este hecho, al desarrollo de una teoria para el conocimiento de tales Aes 
desarrollada por Coombs, Mourant y Raee en 1945. Dicha prueba consisitla en la 
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sensibilización de la antiglobulina, apl¡~ando a las células cubie,rtas con el anticuerpo 
no aglutinante Rh, el anticuerpo preparado en contra de la globulina humana, con el fin 
de hacerlas en un segundo proceso. . 

Se ha demostrado hace muy poco, la existencia de varios Ags específicos, en células 
como leucocitos o células epiteliales. Además de la individualidad antigénica de los 
animales no necesariamente los llamados pura sangre. Es de vital importancia dicha 
individualidad, en los trabajos sobre el transplante de tejidos como la piel y órganos. 

El proceso para explicar el mecanismo de la interacción Ag-Ac y su introducción en la 
práctica, ocurrió independientemente del conocimiento de la naturaleza quimica de los 
Acs ó de las células' en las que se forman. Fué hasta 1938, que Tiselius y Kabat de 
mostraron que los Acs eran gamaglobulinas, que poseen ciertas propiedades comunes 
como las de emigrar en un campo electroforético de manera diferente y que se conocen 
como a, (} y"'( globulinas. 

¿En dónde se originan los anticuerpos? Ya en 1898, Pfeiffer y Mark habian deducido 
que la mayor parte de ellos deblan de tener su origen en el bazo, la médula ósea, los 
ganglios linfáticos y el pulmón. Sin embargo, las células productoras de Acs no fueron 
identificadas sino hasta que Fagraeus en 1948, demostró que la formación de Acs no ' 
,sólo estaba más íntimamente ligada con el desarrollo de las células de la serie 
plasmática, sino además, con otras variedades citol6gicas como las de la pulpa roja del 
bazo (que también produclan Acs si se cultibaban" in vi/ro"). 

Sin embargo, ciertas clases de hiperreactividad a los antigenos no están asociadas a una 
circulaci6n apreciable de Acs, ni a la formación de células plasmáticas, como la 
llamada hipersensibilización de la reacción del paciente tuberculosos a la tuberculina. 
la dermatitis eczematosa y numerosos procesos importantes en clínica. 

Zinsser, hizo especial hincapié en el hecho de que la reintroducción de bacterias en el 
organismo, provocan una respuesta que dif"r!a de la producida por el organismo a 
simples Ags protéicos (anafilaxia o respuesta de Arthus). La importancia de la alergia 
bacteriana (asl llamada) en la tuberculosis, fué reconocida por Koch en 1890, siendo 
más tarde estudiada y destacada por Rich. 
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En 1928, Dienes demuestra que los Ags de pmtelnas simples pueden también provocar 
una respuesta similar bajo ciertas condiciones (si se inyectan en el mismo justo antes 
de que aparezcan los Acs circulantes) pudiendo ser más activas que otras. 

En resumen, tenemos que, en los alIos que siguieron al descubrimiento de las bacterias 
y en los que fué comprobada la formaci6n de Acs, se realizaron rápidamente progresos 
en Inmunologla, (por ejemplo, se describió la existencia de un factor auxiliar, el 
complemento). 

La siguiente genera~i;;r. rué t~stigo de un proceso de consolidación y ampliación de los 
conocimient.os y de la aplicación de los mismos a la práctica. Fu6 hasta 1930, que 
volvió a acelerarse el rillrio con el descubrimiento del concepto fundamental de la 
naturalezá de'los Abs y su interacción Con los Ags, al ,igual que sobre la dinámica del 
metabolismo de los Acs y la naturaleza de.1as'células,que actúan 'en la producción de la 
inmunidad. Ya era el tiem¡ió adeCuado para intentÍlr reunir todos los hechos conocidos 
en un armazón tc6rico-general, pero se necesitaba una hipótesis para explicar no sólo 
como 6 por qu'é se produce Jaréspuesta inmunitaria', debida a la' introducción de 
substancias antigénicaS cxtral\as, sino ,también el por qué no se produce con los 
constituyentes del propio organismos animal que puedan ser antfgenos activos en otras 
especies. 

En nuestros di as, casi el 10% de los trabajos cientlficos, están relacionados con la 
Inmunología ó con el 'empleo de métodos inmunológicos; el ritmo- de avance se ha 
acelerado y es tan grande, que es imposible evitar aspectos de controversia o ideas que 
estan cada dla cambiando constantemente, ya que lo que hoy puede ser considerado 
como verdadero, podria ser falso a la vuelta de la hoja. 
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Por Inmunidad se entiende al conjunto de ¡..;; propiedades ~e un organismo gracias a 
las cuales, este puede ofrecer resistencia contra agentes nocivos, dichos mecanismos 
son varios y aumentan de forma creciente dependiendo de el grado de agresividad del 
invasor. AsI tenemos a: 

1).- Factores innatos (Inmunidad Natural). 
2).- Fagocitos. 
3).- Inflamación. 
4).- Inmunidad Especifica. 
5).- Sistemas Complementarios y Amplificadores (Ccmplemento, Properdina e 
Interferón). 

Para efectos del presente trabajo, la Inmunidad Específica es la que nvs reporta un 
interés especial, ya que dicha respuesta contribuye a reforzar la acción defensiva de los 
primeros mecanismos de deferisa. Está integrada por los Linfocitos que circulan en la 
sangre, por los órganos, los tejidos y'por lugares especificas como son el Timo y el 
Bazo. Estos últimos dan origen a diferentes poblaciones celulares dependiendo de su 
origen; así los linfocitos T son timo dependientes y se originan en la médula ósea. que 
postcriormente migran al Timo, en donde reciben algunas modificaciones adicionales 
para entrar en circulación. Los otros dan lugar a una serie llamada Linfocitos B que 
maduran en la Bolsa de Fabricio (en las aves) o en la médula ósea (en los mamíferos) y 
al recibir un estímulo adecuado, se transforman en células plasmáticas responsables de 
la producción de anticuerpos. 

LrNFOCITOS T 

A diferencia dc los B, los linfocitos T cumplen muchas funciones diferentes que son 
escencialcs para la protección contra bacterias intracelulares, contra virus, contra 
injertos y contra algunas células tumorales (respuesta celular). Su crecimiento 
progresivo podemos seguirlo desde su etapa pretímiea, después en el timo y 
postcriomlente cn los órganos Iinfoides secundarios. Puede demostrarse que los 
reccptores de superficie de los linfocitos T y los antígenos de la membrana celular, son 
fomlados cn etapas específicas del proceso; asl, cada subpoblación de linfocitos, se 
caracteriza por sus antígenos de superficie celular y por sus rceeptores, como resultado 
de esto, todos los linfocitos T maduros tienen antigenos CD2 y CD3 en su superficie. 
dos terceras partes de los linfocitos tienen antlgenos CD4 y cumplen funciones de 
células cooperadoras y el tercio restante, tiene otro antígeno llamado CD8 y funcionan 
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como células supresoras o ,como citotóxicas. Estos linfocitos T supresores tienen 
receptores Fc para IgO, en tanto que las células T colaboradoras tienen receptores Fc 
para IgM. 

Si bien !o~, linfocitos B' ~e" unen' a un antlgeno y' responden a él, si está en una 
membrana " celular, Ó, en solución, los linfocitos T sólo responden a un antlgeno de 
histocompatibilidád de'clasé'l,o'lI Sobre otras células. Tanto los linfocitos T como sus 
células blanco, deben tener idénticos antlgenos de histocompatibilidad, por eso, los T 
cito tóxicos (CDS) sólo puedan matar a blancos que compartan con ellos los antlgenos 
de histocompatibilidad tipo 1 y, los linfocitos T colaboradores (CD4), sólo promoverán 
una respuesta inmunitaria si el antlgeno comparte con ellos antlgenos de la clase 11. 
Por lo tanto, el receptor para los antlgenos de los linfocitos T debe ser capaz de 
reconocer no sólo el antígeno exógeno, sino' también a un antlgeno de 
histocompatibilidad, por lo que éstos receptores están formados por varias protelnas. 
Para que un linfocito responda de manera óptima a un antlgeno, se necesita la 
interacción de tres células; l.- La que presenta al antlgeno. 2.- Un linfocito T efector 
(CDS), (célula que es en verdad la mediadora de las respuestas) y 3).- Un linfocito T 
colaborador (CD4), o cooperador, (Tizard,19S9). 
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OBJETlVUS: 

GENERAL 

Demostrar que la sensibilidad de la prueba calorimétrica de la Incorporación de MTT 
es semejante a la del método radioactiva de Timidina-H' a linfocitos, con el /in de 
erradicar el US? de esta segunda técnica tan costosa y agresiva por naturaleza. 

PARTICULARES 

1) Evaluar el uso de un método calorimétrico (Incorporación de MTT en el núcleo 
celular) para medir l. proliferación in vi/ro de linfocito. de bovino frescos y 
congelados (- 70 OC) Y descongelados en respuesta al mitógeno Coneanavalin. A (Con 
A). 

2) Determinar la proliferación de linfocitos de bovinos resistentes a la infección por 
Alluplasma marginale . en respuesta a un antígeno de esta rickettsia, por medio de la 
incorporación de Timidina tritiada (H) y MTT. . 
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ANTECEDENTES 

Aspectos inml!:lológicos de la relación huésped-parásito. (H-P) 

La relación huésped-parásito es un vinculo de naturaleza dinámica, lo cual implica que 
ésta, constantemente cambia. Por una parte, el huésped, por medio de sus mecanismos 
de defensa (especificos e inespecificos) trata de eliminar al parásito, pero por el otro 
lado, el parásito, cuando invade las células u órganos internos del huésped, utiliza sus 
mecanismos de eV8!:.ión de la respuesta inmune para sobrevivir. 

En términos generales, la respuesta inmune en los mamiferos, se inicia con el 
reconocimiento, la internalización, la digestión y el procesamiento de substancias 
extrañas (antigenos) ejecutado por los macrofagos o células presentadoras de antígeno 
(CPA), las que presentan en su superficie membranal, determinantes antigénicos 
(epi topos) de la substancia extrafta, en combinación con las moléculas de Clase 11 del 
Complejo Principal de Histocompatilidad (CPH). A continuación, los linfocitos T 
cooperadores (Th, CD4+), por medio del receptor de T, reconocen dicha combina~ión 
y posteriormente los macrofagos o las CPA liberan la interleucina 1 (ILl) que influye 
sobre los linfocitos Th, de los cuales hay dos subclases: los Th 1 Y los Th2. Los 
primeros, producen esencialmente interleucina 2 (IL-2) e interferon-gamma (IFN-y), 
mientras que los Th2 producen Interleucinas 4 (IL-4), S (IL-S), 6 (IL-6) Y 10 (lL-IO). 
El IFN-y, entre sus muchas actividades, activa macrófagos, los que incrementan su 
fagocitosis y producen radicales libres reactivos del Oxigeno, asi como también Oxido 
Nitroso (ON) y el Factor de la Necrosis Tumoral-alpha (TNF-a), que son unas 
moléculas letales para muchos microorganismos, (como por ejemplo los 
Tripanosomas). Por su parte, las lL-4 e IL-S actúan sobre los linfocitos B para que 
produzcan anticuerpos, mientras que la IL-l O reduce la secreción de las citocinas de 
los Th 1. En este sentido, recientemente se ha demostrado la participación de los 

linfocitos Thl en la protección contra diferentes enfermedades como son: la 
tuberculosis, la leishmaniasis, la toxoplasmosis y la malaria, entre otras. 

La relación huésped-parásito es multifactorial y como se indicó anteriormente. 
bastante compleja, éabe sellalar que cuando se confrontan el huésped y el parásito. 
pueden ocurrir las siguientes consecuencias generales: 
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1).- El parásito no se establece en el hu~ed debido, entre otras causas, a que no 
dispone de Iigandos (moléculas de adhesión), especifico para receptores sobre el 
huésped; o bien el. parásito es incapaz de franquear los mecanismos de defensa 
(inespecificos y especificas) del huésped. 
2).- El parásito mata al huéspCd, debido a que la biomasa de los parásitos es muy 
grande o a que' el sistema del huésped, entre otras razones, no puede eliminar al 
parásito. 
3).- El parásito se establece y el huésped se recupera de la infección. En este caso, el 
Sistema Inmune del hu~ed genera una respuesta especifica que elimina al 
parasitismo, sin embargo, en la mayoria de los casos, no se elimina a la totalidad de las 
infecciones crónicas. 
4).- El parásito se establece, el huéspcJ genera una respuesta inmune pero que lo dalla 
a él mismo, es decir se producen manifestaciones inmunológicas, y: 
5).- Se. establece un equilibrio entre el huésped y el parásito; o sea, ocurre una 
coexistencia entre ambos miembros de la relación. Por una parte, el parAsito disminuye 
su inmunogenicidad (que es parte de sus mecanismos de inmunoevasión) y por otra, el 
huésped ofrece una menor respuesta (se hace tolerante) al parasitismo. 

La Anaplasmosls bovina como ejemplo de la relación H-P. 

La Anaplasmosis, es una enfermedad infecciosa no contagiosa, transmitida por 
artrópodos hematófagos. Los bovinos, ovinos y algunos rumiantes silvestres son 
suceptibles a la enfermedad, la cual es causada por rickettsias del género Anaplasma 
que infecta a los eritrocitos de los animales antes I':"encionados, causando: elevadas 
temperaturas, anemia severa, múltiples disturbios fisiológicos e incluso la muerte. La 
distribución de la enfermedad es mundial. Su importancia como enfermedad del 
ganado es mayor en las zonas tropicales y subtropicales. 

Como ya se mencionó, la transmlslon del agente puede ser de tipo biológica o 
mecánica. En la primera, se encuentran involucrados varios géneros de garrapatas, los 
mAs importantes son Boophilus spp. Dermacenlor spp. Ixodes spp y Riphicephalus spp. 

La transmisión del organismo, puede ocurrir de manera mecánica a través de la 
intervención de insectos hematófagos como serian las moscas de establo (Stomoxis 
calcilrans). mosquitos de los géneros Siphona spp. Psorophora spp y los tábanos 
(Tabanus spp). 

, 
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Los cuerpos iniciales, invadena'loseritrocitci'~ mad'u~os del hospedero después de su 
inoculación direCta por los ,insecto,s ,chupadores, El periodo,de prepatencia (periodo 
comprendido entre la inoculacióri y' el, momento de la detección del agente por 
observación de éste al microscopio de)amiriillas 'de sangre infectada), es de 41 dias. 
Son parásitos intracelulares obligados, que aparecen'en el eritrocito como cuerpos de 
inclusión de 0.3 a 1 mm que ~e situanmarginalo, cenlralmentedependiendo de la 
especie (A. margina e O,A. centrále), L!Js, únicos.vectores biológicos cono~idos hasta 
ahora son las garrilpátasixódidas.", EI.:cii:lo ,c~ntinúa' cuando el vectOT'.Se infecta al 
consumir sangre'del hóspedero;las' forma.s'infectivas;'se transportan probablemente de 
la hemolinfa a las glAndulas salivales,' desde donde son inoculadas al hospedero 
vertebrado. El periodo de presentación clinica es más intenso en los animales adultos 
que en los terneros. Durante el periodo de patencia, los eritrocitos infectados son 
removidos de la circulación por las células fagoc[ticas del Sistema Ret[culoendotelial, 
particularmente del bazo.· ' 

La anemia méxima ocurre entre el 1 y el 6 d[a, posteriores a la méxima parasitemia, en 
este momentt>, un número de eritrocitos aparentemente sanos parece ser removido por 
macrófagos del bazo y de la médula ósea roja. La remoción puede persistir de 4 a 10 
d[as y un animal puede perder hasta el 75% de sus eritrocitos circulantes. La 
convalescencia puede durar de 1 a 2 meses, sin embargo en animales viejos, esta se 
puede prolongar hasta por 3 ó 4 meses debido a recrudescencias de los parásitos. Los 
aniumales jóvenes sólo son receptores y sólo se enferman si se les extirpa el bazo. 
(Bautista, 1996). 

El ganado que sobrevive, usualmente permanece sub-elinicamente infectado y son 
portadores, siendo inmunes a subsecuentes infecciones por al meMS varios años y 
puede ser retenida esta inmunidad, por al menos ocho meses después de la 
eliminación de la parasitemia latente con quimioterapias. La protección contra varias 
Anaplasmosis puede ser inducida por vacunación, usando parásitos muertos 
purificados o por infección de becerros con las especies menos patógenas de A. 
centrale (Theiler, 1912). 

Los anticuerpos anti-Anaplasma son rápidamente detectados en becerros infectados 
con A. marginale sin embargo, Gale el al, en 1992, demostraron que la transferencia de 
suero inmune contra éste patógeno de becerros infectados o vacunados hacia bovinos 
susceptibles, no conferia' protección contra la inrección. Zaug y Kutiker, en 1984. 
también reportaron que los anticuerpos "per se", no son protectores contra la 
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Anaplasmosis bovina, al observar que becerros nacidos de madres itÍmunes, no eran 
protegidos por los anticuerpos· del calostro, por lo que se puede inferir que la 
inmunidad contra A. margina/e, es conferida por la respuesta inmune mediada por 
células (CMI), tales como las células -T especIficas, mediadas por la activación de 
macrófagos, la cual opera durante la resolución de muchas otras infecciones bacteriales 
y rickettsiales intracelulares (Kiderlen el 0/,1984: Li, el al, 1987; Zhan y Cheers, 
1993). Por lo que se deben desarrollar métodos adecuados para analizar dicha 
respuesta. 

Entre las pruebas que se utilizan para verificar la funcionalidad del sistema inmune de 
un vertebrado en general, se encuentra el ensayo de Iinfoproliferación 'in vitro" en 
respuesta a un antlgeno en particular o a un mitógeno. 

El método más utilizado en los últimos ai'los para verificar la Iinfoproliferación, es el 
de la Incorporación. de· timidina tritiada, sin embargo, para realizarlo se requiere del uso 
de isótopos radioactivos los cuales pueden ser un contaminante para el medio 
ambiente. Además del peligro que representa esto para la persona y el area donde se 
lleva a cabo dicho ensayo, se presenta la necesidad de algún lugar especial para los 
desechos radioactivos después de cada prueba. Por esta razón, la tendencia actual es 
la de sustituir en lo posible, todas estas pruebas de alto riesgo, con el uso de otras 
substancias inocuas como el MIT, que se utiliza en lugar del isótopo en un ensayo 
similar, para los mismos fines. El MIT es una sal de Tetrazolio que ha sido usada para 
desarrollar un ensayo colorimétrico cuantitativo para la supervivencia y proliferación 
de células de mamlfero (Mosmann, 1983). 
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MATERIAL Y METODOS: 

-Material biológico: ,Se trabajó' con diéz bovinos, raza Holstein de 12 meses de edad) 
con un peso aproximado de ,300Kg' cada uno, que fueron obtenidos de los estados de 
Querétaro y Chihuahua, los·cuales fueron mantenidos en corrales dentro de las 
instalaciones de ellNIF AP-SAGAR, del estado de Morelos. 

-Concanavalina A, marca SIGMA Mo. USA (sol. stock de I mgl mi) en RPMI no 
complementado. , 

-Antlgeno de Anap/asma margina/e (500 lig I mi), aislado de Morelos y donado por 
el Dr. Miguel Angel Garcla del CENID-PAVET, INIFAP-SAGAR, Morelos. 

METODOSDESARROLLADOS 

a) Obtención de linfocitos de sangre periférica. 

b) Método de congelación y de descongelación de linfocitos 

cl Ensayo de linfoproliferación, 

dl Determinación de la concentración óptima de la Concan.valina A en el ensayo, 

e) Proliferación inducida por un antlgeno especifico, 

f) Incorporación de Timidina-H'. 
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Se tomó la muestra de s~gre Porpuriciónrectal o yugular (IOmI) y se colocó en tubos 
estériles con una concentración conOCida de EDTA para evitar su coagulación y se 
identificaron para cada especimen. ParaJa obtención de las células mononucleares se 
utilizó el método reportado por GasbarÍ'e el al, 1985, modificado' . Todo el proceso se 
llevó a cabo en condiciones de ~mple~,esterilidad, (campana de flujo laminar), 

, 
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Procedi'miento: Primero se colocan 5 mI de una sol. de Hanks balanceada, (sin ea+ y 
Mg +) SIGMA, adisionada con '10mM de EDTA, dentro de una jeringa de IOmI, a este 
volumen se le ailaden 5 mI de muestra sangulnea en EDT A, en una relación 1: 1, v 1 v y 
se mezclan ambos volúmenes: 'dentro' de la jeringa por inversión (5 veces), 
posterionnente se colocan los IOmI de la mezcla sobre 5ml de Ficol (Hypaque) 
colocados previamente en un tubo estéril cónico de centrifuga de ISml de capacidad, 
teniendo cuidado al depositarlos, de no perturbar la interfase. 

Posterionnente se centrifugaron a 2000 rpm x 20 min a looe y seguido de esto se 
colectan gentilmente con una pipeta Pasteur estéril, tratando de no arrastrar con la 
interfase fonnada únicamente por linfocitos y asl, los transferimos a un nuevo tubo 
estéril, para lavarlos con 10 mI de solución estéril de Hanks, a 1500 rpm x 10 min a 
200e y por 3 ocasiones. 

Descartando el sobrenadante, nos quedarnos con el paquete celular, que se resuspende 
en 0.1 mI de RPMI complementado con suero fetal bovino (inactivado por calor a 560e 
x 30 min, al 10%, v/v), L-glutarnina 2 mM, penicilina- estreptomicina (200Ul-200flg! 
mI ), HEPES, 2.38 g! 1, 2-mercaptoetanol ,50 flM, bicarbonato de 
sodio 27 mM, L-arginina, 116 mg! 1 y L- asparagina, 36 mg I\. 

b),- Método de congelacl6n y descongelacl6n de linfocitos 

Dcspués de obtener las células como se indica en el inciso a), fueron resuspendidas en 
0,1 mI de RPMI a una concentración de 6 x lO' 1 mI y colocadas en un criotubo, 
imnediatamente después, se les ailadió 0.9 mI de SFB (90%) y DMSO (10%) y se 
congelaron a _70oe para su uso pnsterior. En el momento de su utilización, se 
descongelaron a temperatura ambicnte y fueron centrifugados a 1000 rpm x 10 min i\ 
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100e descartando'elsoli~acbntey rcsuspendiendo el paquete celular en RPMI 
complementado, ajustan"do' las céllilas a' una concentración de 1 x 106 para cada 
ensayo (Gale el al, 19%) .. 

c) Ensayo de IIn foprollferaclón 

Se comenzó por determinar la viabililidad celul~r por adisión de 90 111 de Azul de 
tripano al 0.4% a 10 111 de suspensión celular en RPMI, (dil 1: t O). Se colocaron 
10111 de esta mezcla en una cámara de Neubauer y se procedió a leer al microscopio 
los cuadrantes exteriores. Las células muertas se distinguieron de las vivas porque el 
colorante penetra muy fllcilmente a su interior. 

N" de células vivas contadas 
N" de células viables = x lOO 

N" total de células contadas 

Nota: El conteo debe hacerse dentro de los 10 primeros min de preparada la muestra, 
por ser el colorante tóxico a las células, dando un falso aumento en el numero de 
células muertas, (azules). 

Una concentración conocida de células vivas se colocan en las microplacas de cultivo 
celular, (de 96 pozos con fondo plano), en todos los casos se colocaron 5 x 10' de 
células. (Gale el al. 1996). 

.. ".: 
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d).- Determlnacl6n de la concentracl6n 6ptlma de la concanavallna A en el 
ensayo. 

Se utilizaron concentraciones crecientes de Concanavalina A (Sigma, Mo, EUA) en el 
ensayo, es decir: 5, lO, Y 20 ¡.¡g/ml que se alIadieron a los diferentes pozos con 
suspensión celular y por duplicado, además de dos pozos sin el mitógeno como 
testigos. 

También se prepararon pozos libres de suspensi6n celular (solamente con medio de 
cultivo), como controles de esterilidad. El volúmen final de reacci6n en todos los 
pozos fué de 200¡.¡1. 

Estas placas se colocaron dentro de una incubadora, en condiciones controladas como 
son: Temperatura de 37° C, flujo de aire constante al 95% ,con S% de N, y humedad 
constante, durante 7 di as. Al finalizar este perlado ele tiempo se le alIadi6 a cada pozo, 

20¡.¡1 de MTT, 3 (4,5- dimetildiazoil-2-i1) 2,5, bromuro de difeniltetrazolio, 
solubilizado en RPMI, a raz6n de 5mg/ml, después de esto, se continu6 la incubaci6n 
por I hora más. 

Porteriomente las placas se sometieron a centrifugaci6n a 1500 rpm x 10 min y se 
descart6 el sobrenadante. Finalmente se les alIadi6 300¡.¡1 de DMSO a cada pozo para 
solubilizar las membranas y as!, posteriormente leer la placa en un detector de ELlSA 
utilizando el filtro de 570 nm, para poder determinar la cantidad de colorante 
incorporado al interior de las células. 
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e),· Prollreracl6n Inducida. 'UD Intlgeno especifico 

Con las células obtenidas como se indica en el inciso a) y colocándolas como se 
describe en el inciso d), se sembraron por duplicado las células, pero en presencia del 
anUgeno obtenido de A, marglnale y a/ladiendo a cada pozo problema 20 111 del 
mismo, con una concentración de 0.10 mglml (stock O,S mglml), usando como control 
20 111 de RPMI sin ningún inductor y con el mismo número de células en todos los 
casos, 

1),- Incorporación deTlmldlna Trltlada (11') 

Después de incubadas las placas por 6 dlas ,en vez de a/ladir MIT, se adisiona metil· 
Timidina Hl

, (185 GBq:nmol, Amersham, UK), en 25111 de PBS, conteniendo 0,026 
Mbq, (18 hrs antes de la cosecha de las células). Estas se colectan sobre filtros de fibra 
de vidrio (WHATMAN GF·A), Se contó inmediatamente la incorporación de la 
Timidina tritiada (H l

) después de a/ladir 3ml de 1!quido de centelleo (PPO-tolueno, 
0.4% ) a los viales de vidrio conteniendo una muestra clu. 

La tasa de proliferación celular inducida, se expresó directamente como cuentas por 
minuto, (cpm),(Gale el al, 1996), 
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RESULTADOS 

Como se puede observar en la tabla' 1" y 'lig 1, a partir de la cuarta semana de 
congelación, se va disminuyendo el porcentaje de viabilidad de una manera drástica, 
independientemente de que el animal, esté infectado o no; con un parásito 
intraetitrocitario. Por lo que creemos posible según estos datos, trabajar con muestras 
congeladas no más de 1 mes y bajo estas condiciones, corroborándose los reportes de 
Gale el al de 1996, aunque estos no mencionaron en su reporte el periodo que 
estudiaron. 

TABLA I 

PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DE BOVINO 
CONGELADOS A .70·C 

BOVINO SEMANAS 

O I 2 J 4 S 6 

I (inmunizado) 99 95 100 85 96 89 63 

2 (control) 100 100 94 92 91 89 SS 

Porcentajes de células vivas vs semanas de congelación, determinado 
método de Azul de tripano. 

por el 



FIGURA 1. PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DE 
BOVINO CONGELADOS A -70 C 
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Para c\ análisis de la estimulación para la proliferación de los,linfocitos, se consideró 
como positivo cualquier Indice de Estimulaéión (lE) igualo mayor a \.5 (Bautista y 
Garrido, 1995), Como podemos observa~ en la tabla 2 y lig 2, se pueden utilizar 20 Ilg 
de Concanavalina A en el ensayo para evaluar nuestros métodos. En este ensayo se 
utilizó d método del MTI para valorar ellE. 

TABLA 2 

IN DICE DE ESTIMULACION (lE) DE LINFOCITOS DE BOVINO DESPUES 
DE 7 nAS DE CULTIVO" in vitro" en presencia de Concanavalina A 

BOVINO 

I (841-inmune) 
2 (3S-inmune) 

ConA S Ilg/pozo ConA 10 Ilg/pozo ConA 20 Ilg/pozo 

1.0 
2.3 

1.2 
2.9 

2.7 
4.7 

DclerOlin.ción de l. canlidad óptima de ConA adecuada para el ensayo 
Lcclura promedio de dos pozos cn microplacas de cullivo de 96 pozos. 



FIGURA 2.INDICE DE ESTIMULACION (lE) DE LINFOCITOS DE BOVINO DESPUES 
DE SIETE OlAS DE CULTIVO in vitro EN PRESENCIA DE CONCANAVALINA A 
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TABLA 3 

INDlCE DE ESTIMULACION (lE) DE LINFOCITOS DE BOVINO 
DESPUES DE 3 SEMANAS DE CONGELACION y LINFOCITOS FRESCOS 
+20l1g/pozo DE ConA. 

lE: D.O. 570 nm linfocitos frescos 
y congelados sin tratar con MTT 

BOVINO FRESCOS CONGELADOS 

1 1. 17 2.00 
2 2.08 1.35 
3 2.73 1.06 

Promedio 1.99 1.47 
D.S • 0.78 0.48 

Se consideró como posilivo un lE igualo mayor a 1.5 (Baulisla y Garrido, 1995) 

Como se puede observar en la labia 3, aparenlemenle la congelación de 3 semanas no afecla 
la respuesla a la ConcanavalinaA ,ya que observamos proliferación en ambos grupos y a una 
concenlración de 20 mg del milógeno. El ensayo se llevó a cabo ulilizando MIT. 

! .,'., 
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TABLA 4 

I.E: 0.0.: 570 nm o cpm de Linfocitos retados con Ag de 
A . marginale I 0.0. o cpm de Linfocitos no retados. 

MTT 

\. I 3 
\. 7S 

Tlmldlna H' 

1.48 
1.00 

( inmunizado) 
( inmunizado ) 
( no inmunizado) 

Indice de estlmulación de linfocitos de bovino en presencia de antígeno de A. 
marginale utilizando para su comparaci6n ambas técnicas. 

Se consideró como positivo un lE igualo mayor a I.S (Bautista y Garrido. 1995). 

En este ensayo, como nos indica la tabla 4, nos p!'rmite observar dos datos: 
Primero observarnos el reconocimiento del antrgeno por el linfocito sensibilizado 
respondiendo con el evento de la proliferación en el caso de el bovino que habra sido 
inoculado con A. marginale y habra presentado los signos de la anapla.<mosis, a diferencia 
del resultado del animal sano que no presenta tal evento. También se compara en el bovino 2 
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IN DICE DE ESTlMULACION: 

D.O. DEL VALOR EXPERIMENTAL ( CON ANTIGENO O MITOGENO) 
D:O DEL VALOR DEL TESTIGO (SIN ANTIGENO O MlTOGFNO 
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DlSCUSION 

Basándonos en los resultados observados y presentados en la fig 1, podemos inferir 
que, la viabilida celular se puede mantener dentro de un rango de tiempo considerable 
(1 mes a -70°C) y obtmer óptimos resultados independientemente de las condiCiones 
de salud del animal, (infectado o sano), por' lo que coincidimos con Gale el 01,(1996), 
respecto a poder trabajar con linfocitos congelados siempre y cuando, el perlado de 
congelación no sea mayor a un mes, ya que el porcentaje de viabilidad nos indica que 
podemos obtener resultados confiables si nos atenemos a ello. 

El trabajar can una concentración de mitógeno óptima adecuada, (fig2), nos aseguraba 
el tener una buena respuesta celular, sin que estas se vieran afectadas en su 
metabolismo, ya que debe existir un limite de inducción y un limite de concentración 
tolerable por las células, antes de empezar a contender con la toxicidad del compuesto. 
En este ensayo, ambos bovinos (irimunes), respondieron satisfactoriamente a la 
inducción" in vitro" en presencia dei mitógeno, con lo que se comprobó que la 
transformación blastoide ocurre cuando se aIIade un mitógeno (fig 2) ó un antígeno 
como se observa en la tabla 4, siendo en este segundo caso, donde el antigeno es 
reconocido por los receptores especificas de los linfocitos, los cuales envian una señal 
al núcleo para que este a su vez. inicie la proliferación de los linfocitos que reconozcan 
a ese antígeno. • 

Comparando el factor de congelación vs linfocitos recién obtenidos, que se presentan 
en la tabla 3, podemos inferir que, siempre que se trabaje con el doble de concentración 
de linfocitos congelados, podemos obtener una respuesta similar a la de los no 
congelados, la razón de esto, no es la viabilidad de estos, ya que siempre se analizó 
esta, antes de iniciar cada ensayo. Cabe mencionar también que el indice de 
estimulación se midió con el método calorimétrico de la incorporación de la sal de 
tetrazolio MTT, método que tiene como principio el desdoblamiento de dicha sal de 
color amarillo a cristales de formazan de color púrpura, la transformación se produce 
por la actividad de la deshidrogenasa que se lleva a cabo en las mitocondrias, que sólo 
puede ocurrir en las células vivas. la señal generada es el resulado de la actividad de 
las células (Mosmann, 1983). 

Como se muestra en la tabla 4. se pudo comprobar la proliferación de linfocitos retados 
(estimulados) con el antigeno de A. marginale al comparar la incorporación de la 
limidína tritiada y el. MTT, donde se observó que ambas técnicas son iguales de 
sensibles y efectivas (bovino 2). De este resultado podemos inferir que. la inmunidad 
protectora contra Anaplasma marglnalc y contra muchas olras infecciones 
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rickettsiales y bacterianas, depende de la activación celular llevada a cabo por los 
macrófagos, que realizan la fagocitosis,. mecanismo clave que inicia la respuesta 
celular en la cual es procesado el antlgcno pÓr estas células. (Bautista, 1996; Gale el al. 
1996). . 

Creemos que podemos recomendar ampliamente el uso de el MTI en la técnica de la 
detección de la proliferaci6n celular, como indicadora de la misma, por tener la 
sensibilidad o exactitud necesaria y comparable, a la presentada por la técnica de la 
incorporación de la timidina tritiada .. 

Siendo muchos los requerimientos para el manejo de radiois6topos, as! como muchas 
las nonnas de seguridad a seguir por ellaboratoro y el personal que los manipula, más 
el costo que conlleva, (que esmueho menor en el caso del MTI) y sobre todo, la 
facilidad y el riesgo nulo que presenta en su realización la prueba con MIT, pcnnite el 
poder establecerla facilmente, casi en cualquier tipo de laboratorio, por lo que resulta 
muy ventajoso el uso de esta técnica colorimétrica. 

Por otro lado, el poder partir de muestras de linfocitos congelados, puede pcnnitir 
trabajar con un gran número de muestras obtenidas y almacenadas adecuadamente, de 
localidades lejanas a la nuestra, sin el riesgo de la pérdida de su capacidad de respuesta 
como observamos en nuestros ensayos dándonos un margen de hasta 3 semanas de 
viabilidad bajo ultracongelación, lo que pennite realizar el método de 
Iinfoproliferación. con fechas espaciadas. mientras se conjunta el número de muestras 
suficientes, para utilizar toda nuestra de proliferaci6n sin pérdida de espacios no 
utilizados, optimizando as! el costo de la prueba. Todo esto sumado al bajo co~to del 
reactivo MTI. redunda en la posibilidad de efectuar dicho ensayo con mucho menor 
problemática que la que presentarla el tener que utilizar el is6topo radioactivo. 
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CONCLUSION 

Debemos apoyar la tendencia que existe en la actualidad en todos los laboratorios, 
tanto de análisis clinicos como de investigación, de no seguir utilizando material 
radioactivo, para evitar la' Contaminación por este tipo de materiales peligrosos y 
costosos para todos en general. 

Gracias al uso de una técnica inOcua y el uso de un antlgcno de A. margina/e, nos 
permitió corroborar el papel protector que la inmunidad celular pudiera representar 
frente a este organismo y frente a otros relacioilados como son: Ccwdria ruminatium, 
Rickellsla tsutsugamushl, Ehrllchia rlstlcl/, Theilerla parva y especies de Plilsmodium 
y otros protozoarios parásitos. Y áunque la. respueSta humoral tainbién se induce, 
presenta un Indice menor de protección, (Bautista, 1996; Gale et al, 1996). 

Gracias a este metodo barato, sensible y fácil de llevar a cabo, podremos seguir 
avanzando en el estudo de la respuesta celular involucrada en esta enfermedad que es 
de importancia económica para el ganado bovino ya que, se reportan pérdidas 
importantes en la ganaderia de Mexico a causa de la Anaplasmosis. Tan sólo en 1980 
se estimaron perdidas por más de tres mil millones de pesos en costos actuales, dicha 
cifra representarla aproximadamente 400 millones de pesos, (Bautista, 1996). 

) 
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