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El linfocito es ... 

Yo Yuvice/a Quiroz Cabañas, 

Soy de las selvas negras, 

Mi madre me llevó consigo a las ciudades, 

cuando estaba en su vientre. 

Y el frío de los bosques estará en 171i hasta que yo rne muera. 

Así comienza la historia de mi vida, de mi lucha .... 

B.B. 

DEDICO.el presente trabajo como un homenaje, a todos aquellos que han 

influido de. J~~ f~;rria.U otra en mi vida, que me han hecho pensar, que me han 

hecho refl~_xió.:,~r. que me han hecho.reir, que me han hecho llorar, que me han 

hecho gritar,. que me han hecho soñar, que me han hecho ser libre y que me han 

hecho volar. 

Salud_~ va por ustedes ... 

En pi"imer lugar con admiración y r_espeto a mis primeros padres: Hortensia 

y Francisco "el guacho", a quienes les debo la vida y la sangre guerrillera que 

corre por mis venas y en segundo lugar _con gran amor a mis segundos padres: 

Guillermina Cabañas y Josafat Quiroz a quienes les debo los apellidos, y son 

quienes me enseñaron a caminar, qUienés me enseñaron el valor de la vida, 

quienes me enseñaron a luchar por lo que verdaderamente vale la pena. 



A mi tia. que admi~o profundarrier:ite por s.u entrega .. ~ar su valor, por su 

ejemplo, por la lealtad a·su puebl.o, por dar. la vida.por.lo que·si.em.pre creyó justo, 

por ser Lucio Cabañas Barr'i.0ntos~ 

··."Lucio para un;s cuantos tú ~stas 'muerto, . 

• : más'iu "pueblo' te recuerda 

. y ;,,,:, e/ c,orazón .de /"?~ :pobres, 

. :seguirás viviendo''. 

P.C. 

Al otro Cabañas· con cariño, porque siempre ha· sabido ·guiarme y jalarme 

las orejas cuando·;.,,.;, ia rrierezco, por amenizar las fiestas (h.;,sta 1i;i'de mis quince 

años), y porque.siempre toma de pretexto la presión para echarseLÍn.brandy. Con 

gran amor a mi tío Pablo Cabañas. 

A mi familia, que a pesar de todas, las adversidades, las injusticias, la 

persecución, la cárcel, las torturas, siguen y siguen dándole a la lucha por un 

mundo mejor y más justo, y por que a pesar de todo le dan mucho sabor a 

nuestras vidas. A mis hermanos: Nidia por ser mi gran amiga (por siempre estar 

cuando la necesito) y Josa (el "chamaco"); a mi abuela Gudeliat que siempre me 

inculco el estudio; a mi abuelo Abelt porque se comia las moscas; a mi abuelos 

Felipet y Aristeat por inculcarnos siempre el amor y la unión en la familia; a mi Jio 

Erasmo por ser un ejemplo de lucha y entrega; a mi tia Hilda; a mi tio güero por 

inducirme a la lectura subversiva; a mi tia Tere; a mis primos Felipe, lx-Chel y 

Ernesto por sacarle canas verdes a sus papás; a mi tio Silvestre "el tieso" McCoy 

porque nos enseño que no es buena la tiricia; a mi sobrina. Za ira por su gran 

corazón; a mis primos Rafa, Eva. Luis, Gabriel, Juan y Adolfo por han sabido 

sobreponerse ante el dolor de perder a un padre: a mi tio Lino por nunca dej':'rse 

vencer a pesar de las torturas; a mi tia Gabriel porque siempre nos ha~e reir;·a mi 

tia Yolanda por que a pesar de que es muy gritona la quiero mucho; a mis· pdinos 

Kazan, Caíd, Tania y Alvino por aquellos buenos vinos; a la tia Dominga por haber 
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criado a mis tíos Lucio y Pablo; a mi tia Maria por su gran vitalidad y entusiasmo; a 

mi tía Alejandra. a mis primos flaco, Beta y Tania por ser como son; a mi tia Maria 

del Rosariot aunque ya no este con nosotro.s; a la banda de Guerrero: a mi tío 

Lalo; a mi tia Maria; a mi prima Lorena por demostrar siempre su gran lealtad a 

nuestra amistad; a mi .Primo Lalo por dark; a mi tia Sofía por aguantarnos a todos 

cuando vamos en plan de grilla; a mi tío José por sacarse el bocado de la boca 

cuando alguien más lo necesita; a mi tia Alejandro por que con ese nombre nadie 

lo conoce, etc .. etc., etc., a todos y cada uno de 1.os miembros de mi familia que le 

han dado tanto sabor al caldo. 

A los que ya no están can· ·n;;¡sotros, no porque no· hayan querido. sino 

porque los obligaron, a todos 16~· de;si:iparecidos forzados por los que dedico 

también no un minuto de silencio, sino toda una .vida:de'iücha, por el dolor de mi 

familia y de todas las fa~ilias qu.;, han vivido esto .;,n c;,~n~ pr~pia, desde la guerra 
. . .. ~-~-)t.~.:i::'.},l~~L··~ _>::: ·. ·. : 

sucia hasta la semana pasada. 
.« ... }{~~~:::;,::.:·~·. < ~ 

:.·' . :~.·.-?··.~':::l .. : . . • 
A los necios que siguen luchando, de distintas fC:r;,:i·~~;!:p:br la IÍbertad, por la 

justicia, por la tierra, por la paz, por la salud, por ¡;,;·¿uit.:;~:;i•p-6~;¡¡,i;.,dependencia, 
por la alimentación, por la democracia, por el téi::ho;{¡j~~~t1'~'·'i'~i6rmación, por el 

trabajo y por la educación. A todos ellos un sa1üd;;,•'J'1'ci~·?c;f;;;':·¡~·sierra madre del 

sur, a los de las montañas del sureste mexicano, aÓoi(ou'Rto~~e iat.acandona. al 

calcetín, a la chaparr{ta, a Ana, a don Peter, a los'ch¡¡;;r,·,f¿'é)~-.J~;'Ayotzi'. a los del 

Mexe, a toda la FECSM, a los Cerezo, a los de .A~i;';:;·2;;'.•"~·:1'~~bá~c:f¡, c:f.;.1 Poli y la 

UAM que nos han echado la mano. 
' .::-.·:.·.: .... :~:·~:y·~"'[·C.";'" .. .._.:;./, .. :: .•. · 

- ._.;.;·¡:~ - -
Jf ~,.,.,. .. '• 
;·::t;i·t;· '.'-...-:); .. ., ... ;·, 

A toda la gente que ha participado en•la~brigada 'multidisciplinaria .por 

:~:~~~~~~ ~i:~r:;:rt~:::r:in~:~t:~b::adi;~1:~:~·::7~~~10,:~1i~1~~~~:a:1¡raq~= 
Hidalgo, a los indígenas ñha-ñhu por habemos· ~bi.;;ri<:;~ :·~u·s" puertas y sus 

" corazones. 

íii 



A Pedro Zamudio, por que siempre ha demostrado ser el ejemplo de que el 

amor y los sueños son Jo más importante que existe. Ño -sabr-r'á ~o;.,o describirlo. 

porque las palabras no expresan bien los pens'amiento;.;c pe.re; E>";.¡c;> .;,s bu.ene y me 
' . ' -· ' . ' -,· -, ' . - . 

parece justo que el límite entre la genialidad 'y la demanda solo' algunos la puedan 
entender. ~.,,---~~,:;.,;.:n·~:;> -~. · :.: '-·-

~ - 1 .. : 'J }, . ' ' • .. ,. :\·:- ;~,-- .'': 

:; '.; ... r:7_¿;:\S~:;:~~-,:;1~\~::·.c .. -. 
Al Doctor. Fernando. García Tamayo y a LJ~itél.R~9;;~;.·~c:>~:aguantarme 

durante tanto tiempo; por tenerme pa.;ien~ia, p~ro. sobre' ¡c¡;;;¿~;~'ór. entender las 

muchas y disparatadas situaciones en las gener.;l~~~¡.:ii;,;{~~JlJo;;n'i~o ~elida, por 

todo 10 que me .han enseñado y que he ap;endido, p.;r 5J l>oridacÍ y s;,,ncillez. 

A los maestros que me enseñaron que Jo verdaderamente_ importante no se 

aprende dentro de un salón de clases, a quienes me enseñaron 'con. el ·ejemplo, a 

la Maestra Juanita, a la maestra de Literatura y el maestro de Ética de la 

preparatoria, al Doctor Rosales, al Dr. Baeza, y a todos los que no me han 

calificado pero que de algún modo han sido mis maestros. 

A mis grandes amigos: al "pajita" Barrientos, por aquel viaje astral bajo las 

estioellas de invierno en compañia de los chamines, que a pesar de que lo haya 

encogido la lluvia. pronto terminaran las aguas (por culpa de Ja lluvia quedó medio 

gacho el prólogo); a m1 querido "Chabelito" Cruz Sanchez por que siempre ha 

sabido ser leña y compartir siempre una buena opinión acerca de un buen libro, 

también por Ja infinidad de chelas que hemos compartido con eJ.famoso trio "casta 

de malditos"; al gran amor de mi vida: el "Chiflin" García, por aguantarme durante 

tantos años. por debrayar y compartir conmigo todas mis locuras, y tantas y tantas 

aventuras; a Jos "chilucas" (Elisa y Marco) por pachecos y por esos buenos 

pulques; a Ale y Seto por compartir la suite 5 con nosotros durante 9 meses; a 

Marianita y La lo por su nuevo cric; a Ethel por esos grandes ·apretujones; al 

"champi" por romperme la chirimoya (aunque de por si ya tenía sumida la 

mollera); a mi cuñadito Julio por revolucionario y revoltoso; a mi cuñada Félix por 

su gran entereza como mujer; al "morro" por ser mi compadre y yo madrina de su 
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chamaco; a Dios (el de Ciencias) por un mal café que ya se va compensando; al 

Chino y toda la banda del escuadrón de la muerte por todos los inolvidables días 

en la Vecindad "Mel Rose" Perrera; a los papás y hermanos de Chabela por 

aguantarnos casi todos los fines de semana: a la primera banda del Cine Libre; a 

Sergio Muñiz y toda la antigua banda de la Nauyaca; a la banda y fans de nuestro 

programa de radio "De sueños y otros males"; al ya extinto colectivo "la carabina 

de Ambrosio"; a la banda Punk del chopo por feos; al "pelonchis" y al "ciro" por 

hacer tan buen ruido, al "piojo" 1 . a Gonzo1 y a mi clan Ricky' (que en paz 

descansen); a Sergio "werever" por que siempre nos aventamos unas buenas 

pláticas; a los mostros oscuros: el papi, la mami y el tlacuache (aunque no sea 

guampiro) por aquellos buenos aquelarres; al camaronchi por pervertido; al 

"calzorro" Odilón por estar siempre al pendiente de las injusticias de su colonia; al 

"temerario" Alejandro Marín por que es tan buena onda; a las Begoñas de España; 

a Donaji, al Dr. David Díaz y toda la banda que me ayudó mucho cuando estaba 

guar.dada. 

A todas las chavas y no tan chavas que conocí cuando estuve en el RENO 

(o mejor dicho. retiro espiritual), por que conocí de cerca las muchas injustic.ias 

que suceden cuando tus hijos tienen hambre, a Cecilia mi vieja compañera de 

celda, porqué la· rucha no tiene fronteras. A los que iban a echarnos porras, a 1.os 

que nos iban a cantar una rola. a los que nos llevaban un taco, a los que solo nos 

daban L:Jn abrazo, a los que compartieron nuestra gloria. 

A mi México. lindo y querido: 

¡Me-xíhc-co. Me-xíhc-co Me-xíhc-co.!, porque simboliza la dualidad existente en 

todo lo creado - manifestado por la presencia en el cielo del sol y la luna - y por 

otro lado, simboliza el ideal de alcanzar la unidad y la superación de la humanidad 

mediante la integración de una sola y armónica sociedad. en la cual quedan 

superados las contradicc1ones que separan los diferentes grupos· humanos. La 

sabiduría y los anhelos de varios milenios. sintetizados en una sola palabra: 

Me-xíhc-co - Lugar en donde se unen el sol y la luna. 

V 



l ..... C>IC:E 

l. INTROOUCCION 

11. ANTECEDENTES 

2. 1. El veneno y las abejas 

2.1.1. Los venenos en general 

2.1.2. El veneno de las abejas 

2.1.3. Propiedades fisicoquimicas del veneno de abejas 

2.1.4. Composición química del veneno de abejas 

2.1.5. Usos clinicos del veneno de abejas 

2.2. El sistema inmune 

2.2.1. Generalidades 

2.2.2. Los linfocitos T 

2.2.3. Citocinas 

2.2.4. Las subpoblaciones TH1ffH2 

2.2.5. Desequilibrio del sistema TH1ffH2 

2.3. Citocinas inflamatorias 

2.3.1. lnterleucina-1 (IL-1 fl) 

2.3.2. lnterleucina-6 (IL-6) 

2.3.3. El efecto del veneno de abejas sobre la inmunidad 

2.4. Las sales de tetrazolio y el MTT 

111. OBJETIVO E HIPOTESIS 

3.1. Objetivo 

3.2. Hipótesis 

IV. DISEÑO EXPERIMENTAL 

4.1. Estandarización de la técnica del MTT 

4.2. Medición de la proliferación linfocitaria 

4.3. Determinación de IL-1 e IL-6 

V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. Animales 

5.2. Tratamiento 

5.3. Veneno de abejas 

2 

5 

5 

9 

12 

13 

15 

20 

20 

23 

25 

29 

32 

36 

36 

43 

47 

49 

56 

56 

58 

59 

61 

63 

64 

65 

\) I 



5.4. Linfoproliferación 

5.4.1. Sacrificio de los animales y obtención de muestras 

5.4.2. Extracción de lo linfocitos 

5.4.3. Cuenta y ajuste celular 

66 

66 

67 

68 

5.4.4. Cultivo de las células y estimulación de la proliferación 70 

utilizando el mitógeno Concanavalina A 

5.4.5. Método de la reducción del MTT 

5.5. Cuantificación de citocinas 

5.6. Estandarización de la técnica del MTT 

VI. RESULTADOS 

71 

72 

75 

6.1. Resultados de la estandarización. 77 

6.2. Evaluación cllnica de los animales 82 

6.3. Variación de los pesos de los ratones 83 

6.4. Linfoproliferación (in vitro) utilizando la técnica del.MTT 85 

6.4.1. Proliferación de los linfocitos eri estado· basal 85 

6.4.2. Proliferación de los linfociios estimulad'as con Con:A 87 

6.4.3. Valores delta (~) 89 

6.5. Producción de citocinas 91 

6.5.1. Evaluación de la producción de IL~1 p ·en süero de ratones 91 

trata~os con veneno de abejas. 

6.5.2. Evaluación de producción de IL-6 en suero de ratones tratados 95 

con veneno de abejas. 

VII. DISCUSION 

VIII. CONCLUSIONES 

IX. BIBLIOGRAFIA 

X. SOLUCIONES Y REACTIVOS 

100 

111 

113 

125 

\} ll 



TESIS CON 
FALLA f..;E ORlGEN 

Ika tlen ni yakzi 
Amit/a ni tenyo t1Yliuh 
Tlaciutlapan tla/lipan 

Keh ni kichiua noyolo/Jzin 
Azem motopa//i tiualla 

Nemilliz in kueponiz tlallipan 
Ti nezkayoto tiuh xocl7in1el1 

Ti nezkayoto tiu/7 kuikan1el1 ... 
Netzahu~7/coyotl 

Ze il/narnikiz nin ezkayo 
(Niihuatl} 

¿con quién he de irn1e? 
¿Nada dejare en pos de mí sobre la tierra." 

¿cón10 ha de actuar mi corazón? 
¿Acaso en vano venimos a vivir, a brotar sobre la tierra? 

Dejemos al n1enos flores 
Dejemos al menos cantos ... 

Netzahualcoyotl 
Un recuerdo que de.fo 

(Esp.7ñol} 



l. INTRODUCCIÓN 

Las relaciones del ser humano con las abejas datan desde hace muchos 

siglos. En el area del Mediterráneo existen pruebas de recolección de miel en las 

pinturas rupestres de arte levantino. de la época paleolítica. encontradas en la 

península Ibérica como es el caso de las que se conservan en la Cueva de Ja 

Araña en Bicorp (Valencia) y en la Cueva de la Vieja de Alpera (Albacete) que 

algunos autores datan en unos 10.000 años. Más recientemente, en las tumbas 

del antiguo Egipto, China y Pers1a se han encontrado datos sobre la práctica de.la 

apicultura y figuras sugestivas de que los productos de las .abejas se utilizaban 

para el tratan11ento de algunas enfermedades. 

Al igual que otros productos de las abejas (miel, polen, propóleo, jalea real, 

cera) el veneno ha sido utilizado empíricamente en la medicina tradicional de 

Europa, Asia y Afnca desde épocas remotas. Algunas citas, difíciles de confimar. 

afirman que H1pócrates ya trataba su reumatismo con veneno de abeja y que 

Carlomagno utilizaba sus propiedades terapéuticas para aliviar sus dolores 

causados por la gota Sin embargo no es sino hasta fines del siglo XIX y 

principios del XX cuando se difunden más ampliamente los resultados clínicos 

favorables obtenidos en pacientes artríticos tratados con veneno de abejas. 

Este tipo de tratamiento. conocido como apiterapia, tuvo resultados 

favorables cuando se aplicó a los pacientes con artritis. según réportes clínicos de 

aquella época En vista de esos buenos resultados. el uso del veneno se extendió 

al tratamiento de otras enfermedades caracterizadas por reacciones inflamatorias 

en diversos tejidos En todos estos casos. su aplicación siguió siendo empírica. ya 

que no se conocían sus mecanismos de acción y su administración variaba desde 

Ja aplicación tópica hasta_ la inyección intradérmica con jeringas o directamente 

utilizando el aguijón de las abejas. No se puede negar que algunos de sus 

resultados fueron favorables. pero su uso como panacea Je ganó Ja desconfianza 

de los médicos ortodoxos. 



Hoy en día, en la literatura acumulada en revistas internacionales existe una 

gran cantidad de trabajos publicados sobre los efectos favorables del veneno de 

abeja administrado como tratamiento. Sin embargo, todavia la mayor parte de 

estos trabajos refieren observaciones clínicas que no tienen los controles 

adecuados y no ofrecen ninguna información sobre los mecanismos biológicos por 

los cuales el veneno puede ser efectivo como un producto anti-inflamatorio. Se 

puede decir que la finalidad de una buena parte de esos trabajos consi_ste en 

promover la venta de productos comerciales que contienen el veneno. En la 

actualidad el veneno de abejas ya se puede encontrar como un componente de 

numerosos productos farmacéuticos. cuya venta está permitida · po,r las · 

autoridades de salud en Europa y Estados Unidos. No obstante, su aplicación, 

dosificación e indicaciones continúan siendo totalmente empíricas~ 

Por todas las razones anteriores no debe extrañar que, má~.·r~~~~n_t_enl~~.te,. 

alg_unos grupos de investigación hayan iniciado estudios sobre· la~· éompa°sidón 

química del veneno. su toxicidad y la naturaleza de sus mecani.;;"10s de·. ·a~ción, 
particularmente sus actividades biológicas sobre los sistemas inmune y 

neuroendocrino. Estas primeras investigaciones básicas '2!) 30 31 ~} han 

proporcionado resLJltados que confirman la utilidad del veneno. administrado por 

d1fe.rentes vías. para desens1b11izar personas alérgicas. para bloquear Ja 

transmisión de los estimules dolorosos o para reducir la intensidad de las 

respuestas inflamatorias. Esta información puede ser de utilidad a la _industria 

farmacéutica que actualmente está interesada en la búsqueda _de nuevos 

analgésicos y anti-inflamatorios con una toxicidad menor que los existentes. 

El presente trabajo tiene cbmo objetivo evaluar el efecto del veneno. de. 

abeja sobre la respuesta del sistema inmune de ratones, particu1árm~nt.;,·5Ó~r·e la 

proliferación in vitro de los linfocitos y la concentración ·é·n· .;I· ·s¿,.;rb de las 

interleucinas IL-1 e JL-6, que tienen una· actividad biológica_ conocid_a sobre las 

reacciones inflamatorias. 



1 r ::-1s crN 
FALLA I:E OIUGEN 

''Sólo con una ardiente paciencia conquistaremos la espléndida ciudad que dara 
luz, justicia y dignidad a todos los hombres. As/ la poes1á no habrá cantado en 

vano" 
Pablo Neruda 

"Quien tiene un por qué para vivir, encontrará casi siempre el cómo,; 
Friederich Nieusche 



11. ANTECEDENTES 

2.1. El veneno y las abejas 

2.1.1. Los venenos en general 

Una gran diversidad de organismos terrestres y marinos producen venenos 

o toxinas de características fascinantes como mecanismos de defensa. Al mismo 

tiempo, muchos de estos venenos contienen potentes alergenos que son capaces 

de producir severas reacciones clínicas en sus victimas. Es necesario distinguir 

los efectos desfavorables de una respuesta alérgica y los efectos tóxicos del 

veneno. 

A través del tiempo estos venenos se han utilizado en ceremonias religiosas 

o en la medicina tradicional, sin embargo en los últimos años se ha desarrollado 

investigación con venenos áiiím~ies permitiendo av·ances espectaculares, 

especialmente gracias· a: los<:;;~;:¡;;;g;;5 de:· los moluscos gasterópodos del género 

(Conus) y de distintos~.1¡;;;~::'ci;:;·>·ar~ñas. Ademas son de interés otras toxinas 

descubiertas en serpieriteii'.;~¡:;;:ri<:):·;n Dendraspis sp y Atractaspis sp, lagartos 

como Heloderma, tuni¿;;;do~:t&in~fl.,;gelados, ranas, avispas, abejas, hormigas y 

esc".,rpiones como ~~fhu#·;J;•6 A~droconus sp. , .. , 
ú~> 

El veneno de)a;/~ári~·$··arbÓrii::olas venenosas era utilizado por los grupos 
¡ ..... :,., .. '·· •. 

étnicos sudamer,icán:Ós. par;::i·em1enenar sus flechas. Por ejemplo, la rana Kokoi de 

Colombia segreg~}~¡;\;e;;,e.:,'c,·. mas potente que se conoce entre las diferentes 

especies de ~á~~s'.:¿¡;;:¡¿;¡:;.;¡;:;~da batracotoxina el cual a su vez es mas potente que 

la tetradoxin~;· ~~~~ri',;i;:del:. p.ez globo· de Japón, ya que con sólo 2so~1g de 

batracotC>~i~'.;.:;;,~:¿[;ficii;;;~'t~·p,;;rámatar a un hombre. Una rana Kokoi mide 2.Scm y 

·puede propÓ·r~i~~á~J~~~i'io suficiente para envenenar 50 flechas. Sin embargo al 

igual que•ef"~¡:;~¡¡-¡.¡,~.:::;;;sf;,;:~e.neno de las ranas se ha convertido en una droga . ,;". ''•" ,.·.· ...... ,., ... "' 

medicinal tradiciona1···a •.causa· .de sus propiedades relajantes de Jos músculos. 

Algunos laboratorios han utilizado este veneno para hacer estudios en el sistema 
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nervioso central, se ha descubierto que actúa del mismo modo que las hormonas 

segregadas por la glándula suprarrenal, bloqueando la transmisión de impulsos 

entre los nervios y Jos músculos. Grandes cantidades causan inmediatamente la 

muerte. pero a muy pequeñas dosis puede tener un valor terapéutico. 1551 

Por otro lado, aunque existen alrededor de 650 especies de escorpiones 

distribuidas en todas las regiones del mundo, sólo algunas pueden resultar 

mortales para el hombre, como es el caso del Scorpio viatoris de África, el Bathus 

occinatus de España y México. Los venenos de escorpiones que contienen una 

gran variedad de toxinas actúan a nivel de los canales iónicos de Na·. K', Ca2 • y 
cr. (64.67} 

Entre las 3.o.oo di~erent~s e.sp.ecies de serpientes que se conocen, apenas 

la sexta parte ·son verdaderamente venenosas. Algunas de estas serpientes 

venenosa; sonierr~iire~·y;;;;.:á~~(j~''~cúáticas, y aunque según Jos registros de la 

OMS se prodÚ.cen·e,:; el inu,:;do'~Ó.oÓo muertes anuales por mordedura de ellas, la 

mitad de E!st.as~o~.:.r;~ri é,:; l~·,l~cll~:.~.Én ·México según el IMSS el número de 

personas mordidas por año es' de'•iíi~ededor·de 500 a 700, pero la mortalidad es 

baja porq~; no todas ías seirpie,:;tEI~ s~n venenosas. Algunas especies de 

serJ?ientes · pC>;;een· ~enanos .:nuy '.potentes y causan diferentes desordenes 

metabólico~. á1ierando las actividades celulares y enzimáticas en animales, como 

Jos neurotóxicos que se encuentran en ·el .veneno de las serpientes pertenecientes 

~ la fam.ilia Elapidae. Los venenos de .~erp·i~ntes han mostrado que poseen un 

amplio espectro de actividades biológica.s é:j;;e aun están en experimentación, tales 

como las propiedades antibacterianas y antineoplásicas (principalmente de la 

especie Bothrops jararaca),:asi como un incremento en la actividad funcional de 

macrófagos. Hay algunos reportes que muestran incrementos en los niveles de 

citocinas en el suero de ratones y pacientes que sufrieron mordeduras por las 

especies Bothrops asper y Bothrops jararaca y en sueros de ratones. inyectados 

con el veneno de Bothrops atrox. Et;:frjcevich y colaboradores 1• 21
. reportaron un 

incremento en Jos niveles de citocinas y producción de oxido nítrico en el suero de 
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ratones inyectados con el veneno de B. Asper y B. jararaca. Ambos venenos 

inducen elevaciones prominentes del factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-1, IL-6, 

IL-10 en el suero de los ratones inyectados. Todas estas citocinas son 

inflamatorias, es decir que bien sea como facilitadoras o bien como inhibidoras de 

las reacciones inflamatorias, todas ellas participan activamente en la modulación 

de la inflamación. Por eso en el sitio de la mordedura se produce el edema y 

demás signos de la inflamación. Además, las estrechas relaciones funcionales y 

estructurales existentes entre estas toxinas venenosas (como las de los 

gasterópodos del género Conus y las de las serpientes del género Naja) o entre 

estas toxinas y moléculas endógenas (como las sarafotoxinas de serpiente y las 

endotelinas o toxinas de escorpiones y las defensinas de los artrópodos) sugieren 

Ja existencia de relaciones filogenéticas de gran interés. 1
54 66 ea s21 

La picadura de diversos insectos, tales como las abejas, las hormigas de 

fuego, las avispas, entre otros causan alergias. Estos insectos tienen en común el 

que sus piquetes introducen al cuerpo cantidades variables de alergenos, como la 

hialuronidasa y la fosfolipasa, sin embargo, _con tos piquetes también penetran al 

cuerpo sustancias venenosas. Se ha_ reportado que el envenenamiento por el 

veneno de abejas diminuye los nivelas de algunas sustancias endógenas como 

adenosin deaminasa (ADA), colágeno, histamina, lgE, mioglobina y el factor de 

crecimiento en ciertos órganos de ratones. t~:!J 

Las reacciones anafilácticas causadas por diversos piquetes de 

himenóptera - predominantemente abejas·, avispas - son un problema médico 

común y producen aproximadamente 40 muertes por. año en los Estados Unidos. 

Actualmente muchos de estos veneno$._ se estári. estudiando en diversos 

laboratorios de algunos paises, con la ·finalidad". de purificar sus componentes 

alergizantes y utilizarlos para desensibilizar- a los -alé~gic.;~· y aplicar estos 

tratamientos como medidas profilácticas en el personal que tá3baja en los apiarios 

o en otras personas ocupacionalmente expuestas a las 'abejas y/o avispas. 

Muchos investigadores han mostrado interés en estudiar varios venenos naturales 
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para ser utilizados en el tratamiento de varias enfermedades, un buen ejemplo de 

esto es el veneno de abejas. Sin embargo, se puede decir que aunque falta aún 

mucha investigación al respecto, se ha encontrado que tiene varias propiedades 

terapéuticas que pueden ser de gran utilidad para combatir varias enfermedades 

como mas adelante se menciona. 

Existe una amplia variedad de toxinas naturales que por sus propiedades 

pueden ser útiles para el estudio de muchos otros procesos biológicos. Aunque 

este tipo de investigación está dando sus primeros pasos ya se están utilizando 

toxinas naturales para el estudio de ciertos aspectos del comportamiento animal, 

de la coagulación, el cáncer y procesos metastásicos, la respuesta inflamatoria, el 

alcoholismo o la hipertensión arterial, lista que sin duda ira incrementando en los 

últimos años. '64
' 

TESlS CCI·l 
FALLA nP. 0.R!G~N 
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2.1.2. El veneno de las abejas 

Cualquiera de las especies de abejas sociales que pertenecen al género 

Apis merece el nombre de abeja mellifera, pero el adjetivo común suele asociarse 

con la abeja doméstica europea, Apis mellifera. Estos insectos forman colonias 

que sobreviven tras el invierno, merced a las reservas de alimento que han 

almacenado, de manera que un refugio determinado puede ser ocupado por 

tiempo indefinido. <4 1 

La colonia está constituida por una sola reina (hembra sexualmente 

madura), 50,000 a 60,000 obreras (hembras inmaduras sexualmente) y algunos 

centenares de machos o zánganos. 

Las abejas meliferas son insectos que pertenecen: 

Reino Animal 

Subreino Metazoarios 

División Artiozoarios 

Rama Artrópodos 

Clase .Insectos 

Orden Himenopteros 

Suborden Aculados 
,', ." 

•. Familia Apidos .. 
Gén~ro A pis 

Especie Mellifera 

Incluyen 9 diferentes variedades ·entre las que se encuentran la Apis 

dorsala o abeja .africana y la"Apis inelllfera o abeja europea. Esta última posee 

varias subespeciE's.·E!,.;tre la's_q-Úe.se incluyen a la Apis mellifera scutellata o abeja 

africanizada, la Apis cerana, o a la Apis florea (la más pequeña de todas) entre 

C) 



oer.a . .., L8 ..,.... doi• 1 11 a (A,pis ma11·· a), - ca....,iza por p ,.. et 

CUMpO -.gmentado en 3.,.,... (cabeza, tórmx y~). con do..,.._ de.._ 
)' !res de pam.. ~ 11 Duranl& su Oesarrollo pes8f1 por CIMlrO estadios; h~. 

1a,,,., püP9 )' Multo. (2) 

~de-Abejm 

(A,p;s mel/Wera) 

1. Ojos~ 
2. Ojos simples 
3. Antenas 
4. Tórax 
5. Abdomen 
6. Alas membranosas 
7. Tibia 
8. Peine 
9. Cesto y pinza 
10.Cepillo 
11.Aguijón 
12. Corazón con ostio1o 
13.MÚ9CUIOS cardiaooe 
14.Buc:he 
15. Tubo digestivo 
16. Ciegos gásbicos 

17.S-=oe ---
18.Ganglios nentiosos 
19. Glándula~ 

r-1.-c1e.-..._ 

TOdaa laa •bajas hembr"ms (~). excepto laa ~ sin mguljOn, 

tienen una modificación en el apanllD ~. el cual cumple con la funci6n 

defensiva, también la mbejm Atina ~ un mgujón pero solo lo utiliza al kJClwr con 

otra reina nacida en la calnwnm, que compim con ela. El llgUlj6rl ~ 

dicho consiste en AHllidald en tr9s ~ unidms, doa de laa cu.les_,~ a 
un .,.zue1o o mrp6r; .... gado y,,.,_..,..,. 7 a P..._.. La.._.,,_.. __ 
especie de vaina que guant. en su interior n-. de la ~ ..,._ de ._ dos 

TfSIS CON 
FAUA DE OR;GEN 
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piezas que constituyen el aguijón. El conjunto se mantiene unido por un sistema 

de lengüetas y ranuras y permiten que las dos piezas laterales dentadas se 

deslicen hacia fuera para cumplir su función. Estas tres partes están dispuestas de 

manera que dejan un espacio libre entre ellas. en forma de canal. por donde fluye 

el veneno. Este sistema está unido a dos glándulas, una que secreta un conjunto 

de sustancias de tipo ácido y una glándula que segrega sustancias alcalinas; la 

mezcla de sustancias de ambas glándulas constituye el veneno de la abeja. Todo 

el conjunto, piezas del aguijón y las dos glándulas, está recubierto parcialmente 

por tejido muscular. 131 

Las abejas obreras son las principales productoras de veneno. Cada saco 

reservorio de las abejas obreras contiene en promedio de 0.15 a 0.30 mg de 

veneno, y al picar a un mamifero su aguijón queda atrapado dentro de la piel, junto 

con el saco del veneno, músculos y centro nervioso. Al retirarse la abeja, pierde 

esas partes de su cuerpo y muere dentro de las siguientes 24 horas. 

En un estudio con diferentes especies de abejas, se demostró que las 

cantidades de veneno en el saco reservaría varia según Ja especie. 1831 Las abejas 

africanizadas' presentan pequeñas cantidades (0.117 ± 0.015 mg de veneno, una 

vez que éste ha sido liofilizado) en comparación con Jos híbridos Carniotan2 (0.147 

± 0.0?4 mg) e italiano3 (0.139 ± 0.0:20 mg). Estos resultados van de acuerdo con 

~~ y colaboradores, q~i·e~e~ encontraron mayores cantidades de 

veneno en Jos sacos reservorios .. de,, las abejas Europeas (134.1 ± 53.5 pg) en 

comparación con las abejas Africanizadas (98.2 ± 35.9 ~1g). También Ja cantidad 
,' .... , 

de veneno liberado varia según co"n Ja especie. Las abejas Africanizadas liberan 

mayores cantidades (0.0732 ::!:: .0:01:2. mg) que los híbridos Carniolan (0.059 ± 

0.013 mg) e italiano (0.057 ± 0.011·.mg). Un mayor porcentaje del volumen de 

veneno en el saco reservaría fue liberado por las abejas Africanizadas que por los 

híbridos. <53• 841 

1 Apis mellifera 
'Apis mellifera carnica 
3 Apis me/Jifera /ingustica 
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2.1.3. Propiedades fisicoquimicas del veneno de abejas 

El veneno de abejas o apitoxina es un líquido incoloro, de sabor amargo 

agudo, con olor característico. Es ligeramente ácido (pH 5.0 a 5.5). Cuando se 

encuentra seco es de color amarillo-café debido a la oxidación de algunas de sus 

proteínas y tiene un peso específico de 1.313 g/cm3
. El veneno de abejas está 

compuesto tanto de sustancias hidrofílicas, como de sustancias hidrofóbicas, por 

lo que resulta una compleja mezcla de enzimas y proteínas que se pueden extraer 

de acuerdo a su solubilidad, la fracción soluble en agua, la fracción soluble en 

etilacetato y la fracción soluble en hexano. 169> 

Por otro lado pe Lima y colaboradores 179
, demostraron que el veneno de 

abejas tiene actividad proteolitica que puede participar en los procesos de 

maduración y activación d.e los .componentes del veneno, teniendo como 

mecanismo principal una serina-proteasa. 
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2.1.4. Composición quimica del veneno de abejas 

Se han utilizado modernos procedimientos analíticos como filtración en gel, 

intercarTibio_ iónico y cromatografía de fase reversa, entre otros métodos para 

separar e identificar Jos diferentes componentes. 168) La mayoría de los 

componentes del veneno de abeja se incluyen en la siguiente tabla: '7º· 32· 
71

· 
72

· 
73

· 74· 
75

· 

76. 77. 78) 

PÉPTIOOS 

ENZIMAS 

AMINAS ACTIVAS 

COMPONENTES NO­
PEPTIDICOS 

LIPIDOS 

AMINOACIDOS 

Melitina '" 
apamina1751 

péptido desgranulador de 
mastocitos (MCDP)ªº' 

secarpina1n 1 

tertiapinaC7
;!1 

adolapinaP_., 
inhibidor de proteasa'11

1 

procamina u.,,.-,, 
minimina17" 1 

cardiooept.ui 
Fosfolipasa A2'º~' 
hialuronidasa11"l 

fosfomonoesterasa 
ácida1101 

glucosidasa'7º1 

lisofosfolioasa 
histamina 

dopamina17Tl 

norepinefrinaC7n 
leucotrienos 

carbohidratos como: 
Glucosa 

Fructosa 173' 

6 Fosfolipidos ._, 

ácido r·aminobutrico ·-• 
ácido B­

aminoisobutirlcof731 

PESO MOLcCULAR 
(KDA) 
2.84 
2.03 
2.58 

11.50 
9.00 

6.00 

19.00 
38.00 
55.00 
170.00 
22.00 

PESO SECO 
(%) 

40-50 
2-3 
2-3 

0.5 
0.1 
1.0 

<0.8 
1.4 
2.3 

<0.7 
10-12 

1.5-2.0 
1.0 
0.6 
1.0 

0.13-1.0 
0.1-0.7 

<2.0 

4.5 

<0.5 
<0.01 

El análisis químico muestra que, además de mucha agua (88 % del peso), 

el veneno contiene diversas sustancias: ácido fórmico, clorhídrico y ortofosfórico, 
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colina, triptófano, los microelementos hierro, yodo, potasio, azufre, cloro, calcio, 

magnesio, ma.nganeso, cobre y zinc, y otros compuestos. 

El veneno de las abejas también es muy rico en sustancias nitrogenadas, 

en ácidos volátiles que desaparecen en el proceso de su desecación y contiene 

muchas diastasas además de Ja fosfolipasa A2 y la hialuronidasa, ya señaladas. 
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2.1.5. Usos clínicos del veneno de abeja 

Actualmente se han reportado una gran cantidad de trabajos clinicos utilizando 

el veneno de abeja completo, sobre todo en problemas de reumatismo, con 

experimentos de laboratorio los cuales validan en buena medida su uso. Sin 

embargo actualmente sigue siendo utilizado de manera empírica como tratamiento 

alternativo. El gran auge que ha tenido este tipo de sustancias dentro de Ja 

medicina tradicional ha implicado que se Je atribuyan una serie de propiedades 

curativas que no tienen ningún fundamento científico. No obstante, la evidencia 

científica demuestra que el veneno completo y sus componentes aislados tienen 

efectos terapéuticos beneficiosos en algunos padecimientos tanto en humanos 

como en animales. 

Desde una perspectiva clínica, las formas alternativas de estimulación con 

agujas (acupuntura, incluyendo Ja electroacupuntura), han reportado que Ja 

inyección de veneno de abejas produce una estimulación nociceptiva persistente y 

causa activación neuronal en el cordón espinal. ,,.., Se ha visto, que el veneno de 

abejas suprime Ja inflamación causada por Ja artritis inducida por Ja inyección de 

adyuvantes en ratas. Este efecto sobre las inflamaciones articulares de las ratas 

ha servido para que el veneno de las abejas sea propuesto como una alternativa 

para el tratamiento de Ja artritis en humanos. <33> 

Por otro lado, en Ja Universidad de Thessaloniki en Grecia se encontró que el 

veneno de abejas puede tener una actividad antioxidante, ·ya que inhibe la 

peroxidaciórÍ. lipídica. no-enzimática. También posee una considerable actividad de 

limpieza de radical~s hidroxilo (OH"). " 51 Más recientemente, se ha demostrado 

que el venen.o _de abeja inhibe la captación de un cotransportador de glucosa/Na+ 

conocido como alpha-metil·d-glucosipiranosido (alpha-MG), en un cultivo primario 

de células del túbulo próxima! renal en conejos. cs .. El veneno de abejas completo 

también tiene un efecto hemolítico sobre eritrocitos, aunque este mismo fenómeno 

sucede con una mezcla de melitina y fosfolipasa A2 purificadas. '581 
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Además de las aplicaciones clínicas, el veneno de abejas también puede 

tener aplica.cienes en otras áreas, por ejemplo en la agricultura como insecticida 

biológico. La Diatraea saccharatis es un insecto que causa daños directos e 

indirectos e_n las plantas de la caña de azúcar, la larva de este insecto escarba en 

la caña causando perdidas en el peso de la planta, fallas en la germinación y da 

origen a la penetración de el hongo Colletotichum falcatum el cual causa que la 

raíz se ponga roja. Este hongo es el responsable de la inversión de la suerosa, 

incrementa 1"1s impurezas en el jugo reduciendo el azúcar y el alcohol. Se ha 

demostraé:tci"'que las· larvas y los huevos de este insecto son susceptibles al 

veneno. d.;_ 'abej"'s·· no.Jiofilizado, por lo que el veneno de abejas es un modelo 

interesante ·para· desarrollar insecticidas con las mismas características biológicas 

de otrbs ~eisticidas utilizados en la actualidad. "'' 

La nÍ~yor_pá~.;- de,los_ estudios mencionados se han realizado utilizando el 

veneno compieto; pero también existe una gran cantidad de estudios clínicos con 

compon~nt.;;··~i~lados del veneno de abeja, aunque desde el punto de vista 
,_,.ó :._ '_.,_,._, 

inmunológ~~9-.-.~~}DY,~~-tigación aún es escasa: 

La. rr;,;;1Úina __ e_s el. principal componente básico e hidrofóbico del veneno de 

abejas (S0,::7Ó~i.j 'y por "10 mismo ha sido el más estudiado. La melitina es un 

polfpéptido·d.;, ':;is aminoácidos, que ha sido reportado como un regulador ?e la 

actividad de. la fosfolipasa A2 y la fosfolipasa D. <•2> Se ha demostrado que la 

melitina tiene efectos hemolíticos, a través de la formación de agujeros en las 

membranas. '""' Por otro lado la melitina es un péptido amfipático con actividad 

antimicrobiana, que puede ser prometedor para la terapia de enfermedades 

infecciosas, por ejemplo contra Chla"?_ydia trachomatis_ y Micop/asma hominis, 

ambas responsables de infecciones urogenitales. <55> En algunos estudios 

realizados in vitro, se ha encontrado que l_a ~eÍitil'l.;;:!. e~_ capaz d.;, inhibir los efectos 

de la enfermedad de Lyme, causada pcir una espiroquétá (Borrelia burgdorfen) ''"' 

Extensos trabajos con melitina han mostrado, que el veneno de abejas tiene 

múltiples efectos, probablemente como resultado de su interacción con cambios 
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músculo de mamíferos. Ovchacov y colaboradores examinaron el efecto de la 

apamina en ratas, conejos y cobayos con inflamación experimental. La apamina 

también inhibe la serotonina y el edema en las garras de ratas, por lo que su 

producción puede ser considerada como un reacción de defensa contra la 

inflamación, cuando ésta es inducida por la inyección de aceite de algodón. 

También inhibe el incremento de haptoglobulina y mucoproteina en el suero de 

animales con inflamación experimental. 146
· ""

7 
""

8
· a5

1 

La Hialuronidasa del veneno de abejas, comparte el 30% de su secuencia 

con las hialuronidasas humanas. Esta enzima es un polipéptido de 349 

aminoácidos que contiene cuatro cisteínas y tres sitios potenciales para la N­

glucosilación. <••• Induce la sobre-regulación de la activación de basófilos en 

individuos sensibilizados, sin embrago hay pocos estudios de la actividad clinica 

de la hialuronidasa del véneno de abejas. 14" 

El cardiopep según ~y colaboradores, es un componente del veneno 

de abejas que tiene efectos beta adrenérgicos y anti-arritmicos. 1431 

La adolapina, es un polipéptido básico, que müestra propiedades anti­

inflamatorias, analgésicas y antipiréticas, ~ambién se ha demostrado que inhibe la 

cicl9oxigenasa. Se ha encontrado que la adolapina inhibe la actividad de la 

fosfolipasa A2 del veneno de abejas e inhibe la Jipoxigenasa de las plaquetas 

humanas. La adolapina causa una elevación de los niveles de GMPc en bazo y 

cerebro de ratas, así como también disminuye el AMPc en bazo de ratas. <31 41
·
321 

Se puede observar que, paradójicamente, el veneno de abejas contiene 

tanto sustancias pro-inflamatorias como agentes anti-inflan;iatorios, probablemente 

éstos últimos son Jos responsables de los efectos clinicos favorables cuando 

empiricamente. el veneno de abejas ha sido utilizado para controlar las respuestas 

inflamatorias de diferente etiologia. 
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2.2. El sistema inmune 

2.2.1. Generalidades 

La inmunología es una disciplina científica, relativamente joven, que durante 

muchos años estuvo incluida dentro de la microbiología. La palabra inmunidad, 

que deriva del latín inmunis (exento de "cargos"), fue inventada por los griegos del 

siglo de oro para hacer referencia a la protección que las personas convalecientes 

adquirían después de haber sobrevivido a las enfermedades contagiosas. 

Nosotros sabemos hoy en día que esas enfermedades están causadas por 

microorganismos, pero en la antigüedad se creía que eran castigos de los dioses y 

la capacidad para defenderse_ de _las infecciones fue considerada un regalo de los 

mismos dioses. 

Existen· d_iverso<i. mL~ci~~~;~"~or · medio de los cuáles los seres vivos 

obtienen . pr¿;tecci6n: ·.;¿,.;;~13 ; l~s~ff~iil;;cciones, los mecanismos defensivos más 

conocidos. son-• 1.,;~';t)-;;,~r~r,;;~·fi'¿ida~~/en;re las que se encuentran la piel, las 

==~~::::~f ~;,d~il•i~§StYiJ~i~~;~e;~~,~~$f:~~-::t:~g~::::::::: :::~s~a s:~ 
naturales e ineSpe.~¡f;CO~-~· p~;c;p~~~,!-;;.~~·n' U~a ~nmunidad natural o ir1nata, 1a cuar 
representa la primera línea" ciefen;.iva.:contra los microorganismos. Estos 

mecanismos se encuenti'an'pres~ri¡·~;;;··ciei5de .;1 momento de nacer y generalmente 

se activan de manera in0SP,éCÚ'í~;:'c;~~·~d~-'fO~· seres vivos entran en contacto con 

cualquier microorganismo o sl.l;.tanbi~;- · ióxica ·del medio ambiente. Los 
' ,·.··· ' 

mecanismos que proporc~ona~. ~~···~~~~n}d~d.inr:i~la no tienen memoria, es decir, la 

respuesta siempre es de J~ mi~-;,,a i~te~~·íd8d . 
. - .-.. ·-.::·,-.•-:. ·~. ,. -

Sin embargo, existen otros mecanismos de defensa mucho más 

evolucionados y específicos, que proporcionan una inmunidad adquirida o 

adaptativa. Dichos mecanismos dependen d_e la respuesta del sistema inmune y 

se caracterizan por tener una especificidad exquisita contra las moléculas que 

estimulan los linfocitos del sistema inmune. El sistema inmune tiene una 
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capacidad extraordinaria para reconocer cualquier molécula extraña que logra 

vencer las barreras naturales o innatas de protección y penetra al interior del 

cuerpo. Las moléculas que son reconocidas por el sistema inmune han sido 

denominadas antígenos. 

La respuesta inmune adquirida siempre es especifica y con memoria, de tal 

forma que el sistema puede responder de manera diferente a distintos 

microorganismos, según éstos posean antígenos que el sistema inmune reconoce 

por primera vez o antígenos que el sistema ya ha reconocido anteriormente y para 

los cuales conserva una memoria. Gracias a esta capacidad de ·•recordar" cuando 

el sistema inmune queda expuesto a un antígeno extraño, mejora su capacidad 

para responder de nuevo frente a ese antígeno. ' 14 16 17
· 

19
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El sistema inmune es una compleja red de células y órganos que trabajan 

juntos para darle protección al organismo contra cualquier sustancia o partícula 

extraña que se introduzca en el cuerpo. En esta definición se agrupan todos los 

microorganismos, tales como bacterias, virus, hongos, parásitos, entre otros. El 

corazón del sistema inmune es su. habilidad por disiinguir entre lo propio y lo 

extraño. <18·24, 

Las células más importantes del sistema inmune• son los linfocitos, que 

tienen receptores para reconocer y responder .. :·;,.~µe.;ificamente contra los 

antigenos extraños. Sin empargo, en la r~spt.iesta :d~( s.isteima. inmune también 

participan otras células conocidas· como célul;,.,;<: acc;;~~·~ia,;, :·que no son 

especificas para los diferentes antígenos, pero que. al ihte~~·¡;t¿'~'/~6'1 l~s linfocitos 

inducen y amplifican las respuestas inmunitarias; . L.~i ce.1ü'ias·· "accesorias más 

importantes son los macrófagos, las células dendrili~s. 1os .monocitos, las células 

cebadas y los eosinófilos. . ,·. '. '. J .. · ... 

Los linfocitos, así como todas las de~·ás ¿~lulas sanguíneas provienen de 

la multiplicación y diferenciaci.ón las •·célu.las··.mád¡e· plúripotenciales, que se 

encuentran en la médula ósea. Brevemente, estas células madre se diferencian a 
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las dos líneas celulares: mieloides y linfoides, de las cuales derivan todas las 

células del tejido sanguíneo. De la linea mieloide derivan todas las células 

accesorias o células presentadoras de antígenos, y de la linea linfoide derivan los 

diferentes tipos de linfocitos. Los linfocitos se clasifican en T y B, debido a que su 

desarrollo tiene lugar en el timo (Thymus gland) y en la médula ósea (Bone 

marrow) respectivamente. Cada una de estas subpoblaciones de linfocitos (T y B). 

responde de manera diferente, dando lugar a las respuestas celular y humoral. 
{14, 16.17. 19. 24) 
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2.2.2. Los Linfocitos T 

Los linfocitos T se dividen en linfocitos T citotóxicas (T c} y linfocitos T 

colaboradores (TH}. Ellos son los encargados de iniciar las respuestas 

inmunitarias especificas de tipo celular, mientras que los linfocitos B inician las de 

tipo humoral y su respuesta conduce a la formación de anticuerpos. Pero, para 

poder iniciar esas respuestas las dos poblaciones de linfocitos deben primero 

reconocer un antígeno con sus respectivos receptores de membrana, conocidos 

como receptores de las células T (TCR} y receptores de las células B (BCR}. 

Figura 2. Principales moléculas que intervienen en la presentación de Antígeno por una célula CPA 

y en el reconocimiento de sus epltopes por el receptor (TCR) del linfocito T. 

Para que los linfocitos T inicien su respuesta es necesario que primero 

reconozcan los epftopes de un antígeno que es presentado por una célula 

presentadora o CPA. Las interacciones entre las células que presentan antíge.nos 

y los linfocitos que las reconocen implican un intercambio masivo de información. 

La interacción principal (figura 2). altamente específica, es la que se produce entre el 
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complejo principal de histocompatibilidad MHC 11-antígeno y el TCR; esta 

interacción se ve potenciada por las interacciones entre LFA-3 y C02 e ICAM-1 y 

LFA-1, entre otras. 114 16 :!•> 

Las células T reconocen a los antígenos unidos a las células que se 

encuentran asociados con moléculas MHC de clase 1 o 11 y expuestos en las 

superficies celulares. Las moléculas MHC de clase 1 y 11 presentan péptidos 

procedentes de antígenos endógenos y exógenos, respectivamente. 

Los linfocitos T citoliticos (Te, coa-, reconocen a los antígenos asociados a 

moléculas MHC de clase 1 y producen sustancias que son capaces de lisar células 

que presentan antígenos extraños, así como las células infectadas por virus y 

otros microorganismos if!tracelulares. Los linfocitos T colaboradores (TH, C04•) 

reconocen a los antígenos asociados con moléculas MHC de clase 11 en células 

presentadoras de antígeno como células dendríticas interdigitantes (COI), 

macrófagos y células B. 

Los linfocitos T Co4• y Coa• ·secretan moléculas mensajeras llamadas 

citocinas, cuya función es pro.i:nover la.proliferación y difere!Jciación de otros 

linf9citos y células accesorias.:r1•·, 1 ~-,91 
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2.2.3. Citocinas 

Las citocinas son un conjunto de pequeñas proteínas solubles, de bajo peso 

molecular (generalmente de 8-25 kDa), que son secretadas por diferentes células, 

fundamentalmente del sistema inmune, como respuesta a una estimulación 

antigénica. <13 24> 

Las citocinas, actúan en coordinación con otras señales procedentes del 

contacto directo entre las células, dando.lugar"á una red de comunicaciones que 

interviene en todas las actividades.d.;,l ·;¡~i~,T,á,_in~unitario, presentan una gran 

variedad de funciones, pero se pueden clasifici;,r 'en' unas cuantas categorías: 
_,_,·;;_, .. 

Mediadora; de-~'1á~·'r-.;~~'d~:i~~;\~r;,un.;,~· .. innata (inflamación, quimiotaxis, 

activación ci;,. m,~i::rófa\;j{;~:·;;;i;¡'..;j~~ NK) y adquirida (humoral y celular) 

Reguladores:cifi'1a aC:Úvaéión, pr,;lfreraclón i.i diferenciación de los linfocitos 
• - • ~- ' • - ,;, - '. - - ••• - o - - . -

Estimu'racioras.'dE;!I 'c~ecim,iento de Jos precursores hematopoyéticos 

Aunque las ~;;;ocinas son un grupo de prÓteinas heÍerogéneas, comparten 

una serie de pr,;piedades. Porejemplo; son sinÍetizadas en' I;.-; C:é1uia's que reciben 

un estimulo especifico, es decir, no se encuentran pre~rórrr,á~'as·y·retjLlieren de 

una señal para su posterior transducción al núcleo 'cel~lá.r .;,··¡;:;:i·~iar: ra'.tra.nscripción 

de su gen especifico. Además, diferentes citocinas pueden ~sei~· Jiberadas 'por el 

mismo tipo de célula, ejercen múltiples efectos aún en la misrJ¡;,'·~;;;JÍ:.I~ qúeo pueden 

ser inmediatos o tardíos,' inducen la síntesis de. ot.ra·s cit66i,;,'i.~~-ci~'i-fdo 'ruga~ a un 

fenómeno de cascada, y también pueden inhibir la pro9ú~éió¡:;\i~:;.Ói;a;;· ;;;tócinas 

proporcionando un mecanismo regulatorio de control positiva:·o 'ríegaÚvo para 

modular la respuesta inmune. <15
' 

En muchas ocasiones las citocinas actúan en Ja regulación de la división 

celular, o también se comportan como factores que estimulan el crecimiento de 

células epiteliales, mesenquimatosas, y son claves en el proceso de reparación 

celular. 
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En general las citocinas pueden actuar en forma autocrina. estimulando a 

la misma célula que las produce, o paracrina. con acción sobre otras células 

vecinas, o por mecanismo endocrino, ejerciendo su acción a distancia. 

Después que son sintetizadas, principalmente en los linfocitos y en los 

macrófagos, las citocinas se liberan al exterior y se unen a receptores especificas 

de la membrana de otras células que generalmente son vecinas a la célula que las 

produjO.<tigura 3) La afinidad de cada receptor hacia su citocina correspondiente 

suele ser bastante alta, del orden de lo femtomolar (10-15 M) a lo picomolar (10-12 

M), en donde van a ejercer su función, convirtiendo una señal extracelular, en una 

señal intracelular, con la activación de una enzima o de un factor de transcripción, 

iniciando una cascada de transducción intracelular de señal que altera el patrón de 

expresión génica, de modo que esas células diana producen una determinada 

respuesta celular especifica. u5
·
161 

En la actualidad, las citocinas se clasifican en varias familias de acuerdo a 

sus funciones:- linf~cir1a~'.c ... iguna's de las cuales se denominan interleucinas), las 

quimiocina~;~16'iitjg¡~;f;i~6rié:s"(1FNJ, 1.:is factores estimulantes de colonias (CSF), 

:::d::~:i,~~t~~!;'."~~ª' • (TNF) y •= Cecooce• •rao•<•=•d•ce• d• 

Las ,_int~rleucin;Js,· s.on• citocinas ···producidas pqr ciertas poblaciones de 

::u~:~~~~:~~~~2tr~:t~~i·1~:i~1::~:ó~::e:r:~~e~~0:i~7:· 'º:' :::::;::tas~~= 
tamb_ién otras .. céiulas·ciiferentes también las producen. 

- ..... ~- .- -~- , ' ... . . 

uná"parte irnpórta'nte de. las cifocinas producidas por los linfocitos actúan 

principálmerÍte activando y regulando las células que participan en las reacciones 

inflamatodás' (macrófagos, neutrófilos y eosinófilos, por ejemplo). Pero algunas de 

estas citocinas también son responsables de la comunicación entre las células de 

los sistemas inmunitario y neuroendocrino. Por ejemplo. las interleucinas IL-1 e 

TESIS CON 
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IL-6 pueden estimular el eje hipotalámico adrenal y aumentar la producción de 

algunas hormonas, mediando así las respuestas inflamatorias. 

y 

~" Dominios 
y 

SH-2 

\ 
~ 
W4ír ]i 

La citocina 
se une a un 

receptor específico 

y ~~ 
y~ 

Residuos de mi Tirosina w-Y----
Figura 3. Unión de la citocina al receptor 

Todos los receptores de citocinas conocidos son proteínas transmembrana 

de 2 o 3 cadenas de polipéptidos y sus dominios extracelulares se unen a la 

citocina, produciendo un fenómeno de agrupación de receptores especificas, lo 

cual proporciona el medio para la detección de la señal extracelular, de tal forma 

que se genera la activación del receptor en las regiones citoplasmáticas. 
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La agrupación de los receptores proporciona una señal que activa a las 

cinasas de la familia Janus {Jak) asociadas a la fracción plasmática del receptor, 

induciendo la función autocatalitica de residuos de tirosina. Las Jak activadas 

catalizan posteriormente la fosforilación de los residuos de tirosina en Jas regiones 

intracelulares del receptor de las citocinas. 
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2.2.4. Las subpoblaciones TH11TH2 

~_Citocinas ---- .· .. ,/. . 
Macrófago 

Figura 4. El papel central de las células T H en la inmunidad mediada por células. 

La diferenciación de los linfocitos T en distintas subpoblaciones de células 

T H es un paso imºportante en la selección de los mecanismos efectores, es decir, 

cuando el sistema inmunitario se enfrenta a un organismo invasor debe 

seleccionar los mecanismos efectores más adecuados para combatir esa infección 

concreta, donde no todOs los mecanismos efectores se activan en la misma 

medida. <2 •, 
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En 1986, Mosma_nn y colaboradores inician un concepto revolucionario en 

inmunología al dividir las células T colaboradoras (TH) en dos subpoblaciones 

según los perfiles de citocinas implicadas, los linfocitos TH1 y TH2, cada una de 

estas subpoblaciones secreta un patrón característico de citocinas. De una 

manera general, las citocinas que liberan los linfocitos TH1 tienden a activar 

macrófagos en los procesos de eliminación de antígenos intracelulares, como son 

virus y algunos tipos de bacterias y protozoarios mediante la activación de la 

fagocitosis, o en los procesos de activación de las células NK, y estimulan la 

producción de anticuerpos opsonizantes que fijan el complemento, para inducir las 

citotoxicidad de las células infectadas. 

En cambio, :·iao?.;¡t;,cÚias producidas por los linfocitos T H2 por lo general 

aumentan cuando la
0

:'esíiinG1ac::ión antigénÍca se prolonga o cuando el estimulo 

antigénico inici~I ~¡5·¡;¡;,.·;;~tu~~1e:Z-¡,; s61uble y no irTlplica una infección intracelular, 

;~~~~! ¡f~~lli~í'~~E~~i~::::~~~f~~:~~; 
:::f g~~f ~l~i~~~(~l~~~~r.~~~~~~~:i~~~i~~~~ 
células B la libera'c;{ó¡:; de anu6u.:.rpa-;;.'. ,· " •·· · . 

Se ha démostrado que existe una relación cruzada entre las 

subpoblaciones TH. Asi por ejemplo, ·el INFy y la ll-12 son las principales 

citocinas que promueven la diferenciación hacia T~1. el INFy sin embargo controla 

el crecimiento de las células TH2, más que promover directamente la 
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diferenciación hacia TH1. Así mismo la presencia de IL-12, aumenta directamente 

la diferenciación hacia T H1. 

Por otro lado la IL-4 es esencial para la diferenciación hacia TH2. aunque se 

reportado que la IL-.10 promueve el desarrollo de TH2. su principal efecto es 

suprimir las células TH1 al reducir la expresión de IL-12 por parte de las células 

presentadoras de antígeno. (:?
3 ::

4 > 
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2.2.5. Desequilibrio del sistema TH1/TH2 

Normalmente existei.m balance entre las respuestas de tipo TH1 y tipo TH2. . . . ' 

El balance TH11TH2 es críti.;opélra_ mantener la homeos_tasi.s ín_mune. Sin embargo, 

en algunas situaciones .. se "impone el predominio prolongado; de .. un tipo de 

respuesta y esta imPii~~<ciertt:,·~· riesgos º se traduce. ·en .,ª. a;:;ar-r~ión· de" ·ciertos 
síntomas. -~-~:~)::.;> ~ .... :-.1 

- .· .- · ... 

En las fases i~·iciales de una infección es posibÍe. ericb0;ra( IJna mezcla de 

células T H1 y células T H2; pero el equilibrio entre ambas se·~-uede ·.,;,;:;odificar según 

el tiempo o la edad, y suele inclinarse hacia una de ellas" cu.;,:,c:1.;- "1a enfermedad 

persiste durante un periodo prolongado de tiempo. Las citocinas· de las células T H1 
. . . -. 

y T H2 son mutuamente antagonistas. por lo que la evolución de la enfermedad 

dependerá de la sub población de células T que predo~Íne. ·finalmente (esto 

depende en gran medida del tipo de patógeno implica_do, y en ocasiones puede 

ser impredecible). '=-'41 

Algunos microorganismos pueden utilizar sus propiedades adyuvantes para 

dirigir la respuesta inmunitaria en una dirección equivocada, induciendo Ja 

activación de una subpoblación inadecuada de células T H· La existencia de este 

fenómeno se ha demostrado en un modelo de infección de ratones con 

Leishmania major. En este modelo, la activación de células T H2 conduce a la 

muerte del animal sensible. puesto que la IL-4 producida por estás células "in_~ibe 

la producción de IFNy, mientras que la activación de las células TH_1 ·confiere 

protección total en animales resistentes, ya que la producción de IFNy por"par_te de 

TH1 activa a los macrófagos, que a su.vezjunto con las células B_produceri"IL~12, 

y promueve el crecimiento de las célu1as T H1 activadas_ y .~e)as .. céÍulas- NK, así 

como ra síntesis de una serie de citocinas anti-Leistima·n¡;¡¡>;iO ):~US · lleVa a la 

destrucción del parásito y evita el desarrollo de lesiones .;utá",',.;;as.: .,;., 

Cuando se administran anticuerpos anti-IL-4 ·se obtiene un efecto curativo, 

ya que reduce la actividad de T H2 con la· cÓnsiguiente expansión de la 
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subpoblación TH1. Sin embargo, la administración de IFNy recombinante a los 

ratones susceptibles no es suficiente para curarlos, lo . que indica que su 

susceptibilidad es debida a un exceso de actividad de T H2c y no a un defecto de 

actividad de T H1. i:-4 1 

Es posible que la polarización en la producción de'citocinas hacia un patrón 

T H2 sea el fe":lómeno subyacente en algun<?s efect6s inmun~su~r~sores de estrés, 

está posibilidad es apoyada por experimentos que muestran que el estrés 

hemorrágico reduce los niveles de IFNy y TNF producido por las células T H1. Una 

polarización de este tipo puede tener una gran importancia porque, teóricamente 

disminuye las defensas citoliticas y la fagocitosis frente a infecciones, pudiendo 

tener también implicaciones en el desarrollo de cáncer y enfermedades 

autoinmunes. 1131 

Durante la vida fetal existe una notable polarización T H2, con una elevada 

expresión de citocinas anti-TH1 (IL-4. IL-10, PGE,. etc.), cuya finalidad es taponar 

las respuestas T H1, que son tóxicas para la placenta. Tras el nacimiento, y durante 

un periodo variable y en gran medida como consecuencia del estimulo microbiano 

ambiental (patógeno o saprofito), se produce un cambio de las respuestas TH2 

hac:ia respuestas TH1 frente a alergenos ingeridos en alimentos e inhalados. La 

liberación de citocinas TH1 protegerá entonces al organismo frente a Ja reactividad 

T H2 potenqialmente patógena. y sucesivas exposiciones al alergeno consolidarían 

la memoria protectora T H1. 

De hecho se ha comprobado que pacientes con esclerosis múltiple (una 

enfermedad mediada por T H1) tienen menos prevalencia de asma y alergia. Así 

pues. los paciente atópicos tendrían una deficiente respuesta T H1, que seria 

incapaz de frenar y revertir las respuestas T H2. tal como sucede durante el periodo 

fetal/neonatal. 1
::-

5
• 
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Por otro lado, en investigaciones recientes se ha demostrado que se puede 

redireccionar el tipo de respuesta TH1ríH2 utilizando vectores de ADN. ~ 

Wi/¡.ibawm y colaboradores, demostraron en modelos experimentales con artritis 

reumatoide y encefalomielitis autoinmune inducidas· (esta .ultima sirve como 

modelo para Ja enfermedad de esclerosis múltiple en humanos). que se puede 

cambiar Ja polarización d<> TH1 a TH2. Explorando el papel de Ja ·quimiocina IFNy, 

que tiene un papel pro inflamatorio porque ~stimula laS·células T_activadas hacía 

un tipo de respuesta TH1, se encontró _que ·el ·IFNy.es·inducido por. Ja proteína 10 

(IP-10). ''' ''• ·•·· ·_,./_' 
... ~-· ·:'"·" -=·"·-- - . 

'".;.-.:· 

La administración de un plásmido de ADN que codificáp'ara:1aproteina 10 

(JP-10). es capaz de romper Ja tolerarici,a inmunológic,,; a 1p::1ó;·•9e>;,~,:ái,-do~eu,.;a 
inmunidad específica contra el producto del gen vacu,:,;,i·d~/'i,¡5.c)~~V6C>;;t~a Ja 

misma JP-10, neutraliza"ndo así Ja actividad de _IP-10 Ín. vi.,;o, :~~t~~· ~lt;;,r,;, Ía 

polarización de las células T antígeno-especificas hacia T H2; dan.da··. J..;ga"i-. á una 

protección inmunológica contra ambas enfermedades: 'artritis .-:·~;,;~¡:.¡,atoide' y 

encefalomielitis autoinmune. 

Aunque todavia no esta muy claro cual sea el mecanismo exacto de porque 

se genera protección contra dichas enfermedades, cuando es alterado el balance 

T H 1 /T H2, hay varias teorías que aún se es tan estudiando y queda claro que esto 

tiene implicaciones muy importantes en Ja terapia génica con plasmidos de ADN, 

en la lucha por curar enfermedades degenerativas inflamatoria_s-y/o autoinmunes 

Existe una gran cantidad de evidencia de que el balance entre ambos tipos 

de respuestas T H1 rr H2 es de vital importancia para mantener la homeostasis del 

organismo. Sin embargo, hay muchos factores que influyen o que pueden afectar 

el balance de las repuestas TH1ríH2. entre Jos que se encuentran la cantidad o tipo 

de infecciones. el uso indiscriminado de antibióticos y la repetida exposición a 

alergenos. Es un hecho de que Ja respuesta inmune es regulada por el balance 



entre las citocinas TH1 y TH2. Ambos tipos de respuesta a menudo se excluyen 

mutuamente. En algunos casos. el predominio de una resulta en protección, 

mientras que el exceso en la producción del otro tipo de citocinas puede facilitar la 

progresión de la enfermedad, lo que evidencia que las citocinas tienen importantes 

funciones durante el desarrollo y como un mecanismo defensivo. pero también su 

actividad es parte muy importante en la patogenia de diversas enfermedades. 



2.3. Citocinas inflamatorias 

Muy brevemente. en este capitulo se van a describir algunas de las 

características y actividades biológicas más importantes de las interleucinas 1 y 6 

(IL-1 e JL-6), ya que estas dos citocinas van a ser estudiadas en el presente 

trabajo. Los dos forman parte de Ja familia de las citocinas inflamatorias. La 

primera tiene una actividad pro-inflamatoria, mientras que Ja segunda. actúa 

predominantemente como anti-inflamatoria. Aunque existen ot_ras .citocinas Pro­

inflamatorias (TNFa e INF7) y anti.inflamatorias (IL-10 y TGFP) que no fueron 

estudiadas en el presente trabajo. son mencionadas por su importancia dentro de 

las respuestas inflamatorias. 

2.3.1. lnterleucina-1 (JL-113) 

Inicialmente la lnterleucina-1 (IL-1) se definió como un pirógeno 

endógeno. polipéptido estimulador de Ja maduración y Ja activación de las células 

T. Actualmente se sabe que la principal función de la IL-1 es como mediadora de 

las reacciones inflamatorias y ser potente estimulador de la respuesta inmune. Es 

sintetizada por diversos tipos de células tales como: macrófagos, células 

endoteliales. queratinocitos. fibroblastos, linfocitos T y B, células dendriticas, 

neutrófilos, células del músculo liso. algunas células del sistema neuroendócrino y, 

en general. casi todas las células nucleadas de los organismos vertebrados. La 

producción de IL-1 por los fagocitos mononucleares puede desencadenarse por 

productos bacterianos como el LPS (lipopolisacáridos). por citocinas derivadas de 

macrófagos como el TNF1..1.. factores estimulantes de colonias. el INFy (que liberan 

las células T H1) o la misma IL-1 y por el contacto con las células CD4·. 114 
,, ='4 J 

Su actividad más importante es la estimulación de la acti_vación de: Jos 

linfocitos T. La IL-1 promueve la generación de nuevos linf~citos rcolabor<•dores 

(TH1) Jos cuales liberan IL-2 e JFN7. que a su vez estimulan Ja respuesta_.de'Jos 

fagocitos y de los linfocitos T citotóxicos. Pero la IL-1 también ""s' -~~ti:a como 

estimulante de los linfocitos T H2 y aden1ás resulta un cofactor p~ra estimular la 

J(l 



proliferación y diferenciación de los linfocitos pre-B, de los cuales depende la 

producción de antiCuerpos e inc'rementa la citotoxicidad de los linfocitos NK. 117• 2" 1 

r--- (::;i~()cinas 

~ 
Células tisulares ~ ! --------~ _,.__,.,.n--~ - ~·-1 --- . E~~~----~ 1 7·· PfVlN , .. :;; ;;,... 
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• CélL1la 
P lasn1áti ca 

Figura 5. Acciones de 1 L-1 sobre las células del sistema inmune 

La IL-1 es la primera de una larga serie de moléculas que forman la familia 

de las interleucinas. Actualmente se conocen 28 interleucinas diferentes. Algunas 

de ellas comparten actividades biológicas. mientras otras resultan antagónicas. 

Los efectos biológicos de la IL-1, de forma similar que los de TNF, dependen de 

las cantidades de citocina liberada. Aunque la IL-1 es activa a concentraciones 

muy bajas (1x10º15M), su producción no es continua y solo se lleva a cabo bajo la 

estimulación de los factores que yo han sido mencionados. A concentraciones 
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bajas, la principal función de la IL-1 es ser mediador de la inflamación local. Por 

ejemplo, la JL-1 actúa sobre las células endoteliales favoreciendo la coagulación y 

aumentando, la expresión de ~olécu_!as de superficie que median la adhesión 

leucocitaria. La IL-1 no -activa directafnente a los leucocitos inflamatorios, como los 

neutrofilos, estimula .. io.s f:"goci.tos .. ~onc:inuclea_res y a las células endoteliales a 

producir quimi~cinas · qu_e '.activa~ a_ -JosL J0uco~itos, es decir, promueve de manera 

indirecta Ja quiniio~ax!~-~ i~S:~~~:~~~:~-!~~btó.~·-~e ~0utrófilos y macrófagos. '1
4 

'
7

, 

Cuando se secreta~n ~~;htkl~de~·rTlayores, debido a alguna infección~ J~ J '-~e 
entra en Ja circulación y ·e,;··~-~~~i ·¡;~¡. sÍ misma de activar al eje hipotalarnic~­

hipofisiario-adrenal, esta_ 'cii6'ci~~'· es consideráda como el mas·. prob.,bÍe 

estimulador endocrino de origen irimúne. Estimula a las células T- y B e induce 

respuestas inflamatorias, como' Ja. producción de prostaglandi,:.;as y ~inzimas 
catabólicas como colagenasa. Junto con la IL-6, el TNFa, la' JL-8 y las· 

prostaglandinas, la IL-1 es uno de Jos principales mediadores de las reacciones 

inflamatorias contra infecciones, traumatismos, tumores, entre otros. Sin embargo, 

todas estas citocinas aunque son agentes inflamatorios se caracterizan porque al 

mismo tiempo inducen la síntesis de glucocorticoides anti-inflamatorios, a través 

de la estimulación del hipotálamo y Ja hipófisis y el aumento en Ja liberación de Ja 

hormona adreno-corticotrópica (ACTH). actuando como mediador endógeno de Ja 

fiebre y la anorexia, e incrementa la liberación de corticosteroides de los 

hepatocitos. En el higado induce la producción de proteínas plasmáticas de fase 

aguda (como el amiloode sérico A) que son liberadas como respuesta a las 

lesiones, e induce el desgaste metabólico (caquexia). 

Los glucocorticoides se producen en la corteza de las .glándulas 

suprarrenales. En los humanos, el cortisol (hidrocortis.ona), la corticosterona y Ja 

cortisona son glucocorticoides, de Jos cuales el . mas abundante es Ja 

hidrocortisona (95%). Entre Jos glucocorticoides_ .. sintéticos. Ja dexametasona 

resulta 20-30 veces más potente que el cortisol. .. La _actiÍta;;,iÓn hipofisiaria-adrenal 
.,. .,. <. •• 

en respuesta a Ja JL-1 es mediada por Ja secreción del factor liberador de Ja 



hormona adrenocorticotrópica (CFR) en el hipotálamo. La IL-1 también estimula la 

síntesis de varias sustancias inflamatorias que derivan del ácido araquidónico. Las 

prostaglandinas participan, lo mismo que los glucocorticoides, en un mecanismo 

de retroalimentación negativa que inhibe la sintesis de la IL-1. ' 13
• t•. 17

1 

La importancia biológica de este circuito de regulación endocrina hace 

necesario considerar a la acción del sistema nervioso dentro de los mecanismos 

de regulación de la respuesta inmune. 

IL-·I 
TNF-a. 

IL-6 . ______ ,,,-

Figura 6. Circuito de regulación endocrina 

CRF "" Factor hberador 
de la cort1cotrop1na 

"trs1s cctt 
f At.\.A I:E Olt\GEN 

De este modo, a través de la estimulación del eje hipotalámico - hipofisiario 

- adrenal <fógu•a e¡. la IL-1 asegura una modulación de sus principales actividades 

biológicas de naturaleza inflamatoria. Asl por ejemplo los glucocorticoides inhiben 

la proliferación de los linfocitos T probablemente porque disminuyen la slntesis de 

IL-2, también estimulan la apoptosis de los timocitos más inmaduros en el timo, 

por lo que diminuye la producción de células y, además, inhiben la síntesis de los 
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productos derivados del acido araquidónico. Esta última actividad inhibidora 

bloquea la síntesis de tres potentes agentes inflamatorios como los leucotrienos 

(via lipooxigenasa). las prostaglandinas (via ciclooxigenasa) y el factor activador 

de plaquetas o PAF. 

Se han caracterizado dos clases de IL-1 que han sido denominadas a. y p. 
Ambas son sintetizadas como un polipéptido precursor de 33 kDa que 

permanecen intracelularmente. Dichos precursores al ser hidrolizados por enzimas 

proteoliticas de la familia de las caspasas (enzima convertidora de IL-1 o ECI) 

derivan las formas biológicamente activas con un PM de 17KDa y muestran 

menos de un 30% de homologia estructural entre ellas. Sin embargo, ambas se 

unen a los mismos receptores de superficie y sus actividades biológicas son 

esencialmente idénticas. Las formas de 17 KDa se pliegan en una estructura de 

forma de barril rica en bandas de hojas f\ plegadas. Ninguna de las secuencias de 

aminoácidos de ambas especies de IL-1 presenta señal hidrófoba que dirija el 

polipéptido recién sintetizado hacia el retículo endoplasmico, por lo que parece 

que ambas proteinas se sintetizan como proteinas citoplasmaticas y son llevadas 

al exterior de las células por transporte activo. Un tercer miembro de la familia de 

la IL-1. es un inhibidor natural de la IL-1, llamado antagonista del receptor d"'. IL-

1 (IL-1 Ra). es producido por los fagocitos mononucleares, es estructuralmente 

homólogo a la IL-1 y se secreta a través de vesiculas formad.as_ en el aparato· de 

Golgi. 15 1.i , n 

Como se mencionó anteriormente las dos IL-1 conocidas tienen-el mismo . . . 
peso molecular y actividades biológicas. pero son diferentes_.antigénicamente y 

tienen diferentes puntos isoélectricos. Las dos IL-1 son codificadas por genes 

diferentes, aunque estan localizados en segmentos cercanos al gen de la 132-

microglobulina. en el cromosoma 2. Pero la sintesis de una u ~fr.;, forma de IL-1 

puede variar según el tejido y fa especie. Asi por ejemplo, al IL-1 p es la forma que 

se produce predominantemente en los monocitos y en las células del cerebro 



humano. En cambio. en los macrófagos de ratón predomina Ja síntesis de IL-10:., 

que generalmente s~ encuentra asociada a la membrana d0 las célul~s .. 
. . . 

Se han descrito dos clases diferen.tes de· rece'ptores para IL-1, Íos cuales 

han sido denominados IL-1R.1 y IL-1 R 1i .. ambos de l .. supeífamilia de las lg. El 

primero, de mayor peso molecular, predomina en Jos linfocitos. T, en las ééÍulas 

endoteliales, hepatocitos, queratinocitos, .los fibrobÍastos y 'en general en casi 

todos los ·tipos celulares, mientras el segundo se encu.:.ntr.;; ·en lo;, 'linfocitos. B y 

otras células como Jos monocitos y los neutrófilos. Tanto la IL-1 a, como la IL-1 f.I y 

Jos antagonistas del receptor de IL-1 (IL-1 Ra) compiten por ambas clases de 

receptor. Sin embargo, la IL-1o: se une principalmente al receptor tipo 1 y es el 

receptor principal de las respuestas mediadas por IL-1, mientras que Jos 

receptores de clase 11 parecen tener mayor afinidad por la IL-1 p que por la JL~ 

La porción intracelular del receptor para IL-1 (IL-1 R 1) está.asociada a varias 

enzimas cinasas (IRAK). que se autofosforilan y formán complejos de enzimas que - .. - ._,. 

activan Jos factores de transcripción NF-1d3 y AP~1, -C::uandci ·se· ,_;ne c;on sú 

correspondiente ligando. El NF-tdJ se une al ADN Y. activa Ja franscripción de· 

genes que codifican para la sintesis de citocinas pro-in~lamatoriaS. 

El IL-1 R 11 (se encuentra en forma soluble o anclada en la membrana de las 

células) puede actuar como un señuelo que modula la actividad de. la IL-1. Ya que 

no transmite ninguna señal biológica después de haberse unido a la IL-1, es decir 

es un inhibidor por competencia de la IL-1. por lo cual es una molécula con 

actividad anti-inflamatoria. La presencia del receptor 11 o la sobreexpresión del 

mismo (inducida por IL-4). modula la actividad de la interleucina -1 porque 

contribuye a reducir sus actividades biológicas. 

Algo parecido ha sido propuesto para explicar la presencia del IL-1 Ra, ya 

que la unión de esta molécula a Cllalq11iera de Jos receptores no se traduce en 
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ninguna señal para la célula, es decir, es biológicamente inactivo y sin embrago, 

implica el bloqueo del receptor impidiendo que la IL-1 a. se una a este. El IL-1 R 11 y 

el IL-1 Ra tie!lien eSti-uclUras tridimensionales similares. ie. 1417 
;-

41 

TambiÉOA.e;s P()Slble utilizar inhibidores de la IL-1 como modificadores de la 

respuesta · .. b.(~~.¿g·i~'.'.,_~n~_. ·~rÍf~-rín~dades causadas por producc~ó~ ·exc~siVa o no 
regulada de.·o;:ito¿\~:;.~: c(),:,,c; la artritis reumatoide. La inhibición de _la acción de la 

IL-1 por IL~1 ~a'
1

Cl:l·as recepÚ:ires solubles no ha demostrado ser beneficiosa en 

ensayos ¿dfii¿()~':.;~;,L~s~s de shock séptico, probablemente debido a la 

redundanci;,' dEl Í;,;s 'á'c¿i_Cine~ de la IL-1 y el TNF. " 41 

En el suero.de personas que han sido inyectadas con LPS se ha podido 

demostrar la presenCia de sustancias inhibidoras de las actividades biológicas de 

la IL-1. Una proteína inhibidora, que compite con IL-1 por su unión a su receptor 

especifico, ha sido aislada de la orina de pacientes con leucemia. La 

administración de anticuerpos anti-IL-1 R o la solublilización del IL-1 R tienen 

efectos similares a la administración de IL-1 Ra, es decir reducen la gravedad de 

las reacciones inflamatorias en varias enfermedades y, ademas, disminuyen las 

tasas de mortalidad elevadas que son características de ellas. nn 



2.3.2. lnterleucina-6 (IL-6) 

La interleucina-6 fue conocida inicialmente como,factor de diferenciación 

de las células B para que inicien la producción·de· inmunoglobulinas:o factor 

estimulante de los hepatocitos, sin embargo ahora ;at:ieriio . .i :q,j;,;'u~~e: riiültiples 

actividades com6 citocina inflamatoria. La IL'.'"6 iier1e·un··:espectf0 de' ~CÚvidades 
biológicas sumamente amplio. 

"'•;-:.~:~•.,'.;·::·' -·«; ,·.: 

Es una interleucina pleiotrópica porque :µJ~de·' aét.iar so.bre varios tejidos 

diferentes estimulando distintas actividades bi~l~.~fc~s. L;¡, .1L~6 es una citocina de 

aproximadamente 26 kDa y su forma·funCioná1'es .. probablemente un homodimero. 

cada subunidad forma un dominio globular de cuatro hélices a como en las 

citocinas que se unen a los receptores de tipo l. La IL-6 es sintetizada por diversos 

tipos de células, entre las que se encuentran: los linfocitos T H2 y B. los 

fibroblastos, los monocitos, los macrófagos, los leucocitos polimorfonucleares, los 

queratinocitos, las células endoteliales, los astrocitos, las células de la hipófisis, 

las células del estroma de la médula ósea, las células del mesangio, las células 

cebadas, las células del endometrio, las células del músculo liso y células 

tumorales (mixoma cardiaco, 

adenocarcinomas. carcinomas). 

mieloma, hipernefroma, insulinota, linfomas. 

La sintesis de IL-6 puede desencadenarse por la inducción de 

lipopolisacaridos (LPS), IL-1. TNFa. foskolina. AMPc e IL-18. Las endotoxinas son 

buenos inductores de la sintesis de IL-6 y, por ello, se la encuentra elevada en el 

suero de pacientes con infecciones por bacterias gramnegativas, de enfermos con 

SIDA o de la infusión de TNF. La concentración de la IL-6 ha sido encontrada 

aumentada en el suero de pacientes con varios tumores y en las células del 

estroma del tejido neoplásico. En algunos casos de enfermedades 

autoinmunitarias, el aumento de la síntesis de IL-6 ha sido relacionado con la 

producción de autoanticuerpos. 



la concentración de ll-6 también se encuentra aumentada en el liquido 

sinovial de pacientes con artritis reumatoide y se ha encontrado un incremento en 

los niveles plasmáticos de esta citocina en animales de laboratorio sometidos a 

estrés por lo que" puede relacionarse con una reactivación de varias enfermedades 

inflamatorias. ' 13
, La IL-6 actúa como factor de crecimiento de células plasmáticas 

malignas (plasmocitomas o mielomas) .Y. de hecho, muchas células de los 

plasmocitomas secretan JL-6 como factor de crecimiento autocrino. 

la ll-6 puede favorecer .. el -:creéimiento ·_de ·células somáticas híbridas 

producidas por la fusión de células Í3 ;nOrmales eón células de plasmocitoma, es 

decir "hibridomas" que prod;J~en. aniicuerpos monoclonale.s. Por esta razón, 

algunos han propuesto que _la adminiiiración é:fe.anúéuí;'rpo,; mónoélonales anti-ll-

6 podría ser de utilidad para lospacient"'.s con un mieloma: ""-~"-

Para que ll-6 estimule la dif~re~-~iaciÓn de ros linfocitos B, ~e necesita que 

otras citocinas (como ll-2, ll~4 . .;· ll~S) haya~· esti~ulado previamente su 

multiplicación. la ll-6 no influye sobre la multiplicación de los linfocitos B. la ll-6 

puede ser producida por los linfocitos TH2 que ya han reconocido un antígeno o 

que han sido estimulados por mitógenos. siempre y cuando estén en presencia de 

monocitos o de ll-1. Existen varias otras citocinas que son similares a la ll-6. 

como por ejemplo la ll-11, el factor inhibidor de leucemias (LIF), la oncostatina M 

(OSM), la cardiotropina -1 (CT-1) y el factor neurotrófico ciliar (CNTF). Todos ellos 

componen una familia de proteínas que son inductores de la síntesis de las 

proteínas de fase aguda. ll-6 es el principal regulador de los genes que codifican 

para la síntesis de varias proteínas plasmáticas. como el fibrinógeno. que 

contribuyen a la respuesta de fase aguda. De este modo, la ll-6 participa (lo 

mismo que ll-1 y el TNF) en la inducción de las reacciones inflamatorias que se 

necesitan para controlar las infecciones. 

Así mismo la ll-6 junto con la ll-11 inducen diversos factores anti­

inflamatorios como el ll-1 Ra, receptores solubles de TNF, ll-1 O, inhibidores de 
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proteasas y proteínas supresoras de la señalización de las citocinas (SOCS), que 

suprimen la actividad de los macrófagos, los fibroblastos y los astrocitos, así como 

la producción de IFNy, TNFa, IL-12, proteasas y moléculas de adhesión tanto in 

vivo como in vitro. 

El receptor de la IL-6 (IL-6R) consta de dos unidades. La 'primera es una 

proteína ligadora de citocinas de 60 kDa y en cuya porción extramembranal 

contiene un dominio similar a los dominios de las inmunoglobulinas y un motivo de 

dos cisteinas /WSXWS característico de los receptores de las citocinas tipo l. La 

porción citoplásmica del IL-6R es relativamente pequeña y no está asociada con 

la enzima proteína tirosina cinasa (PTK). La segunda unidad del IL-6R es una 

glucoproteina de 130 kDa denominada subunidad transductora de señales. 

también contiene un dominio de inmunoglobulina y el motivo de dos cisteinas 

/WSXWS. La porción citoplásmica si posee las secuencias de aminoácidos o 

motivos que se necesitan para interaccionar con las enzimas PTK. Se cree que el 

agrupamiento de la subunidad de 130 kDa inducida por las interacciones con los 

complejos citocina-proteina ligadora especifica dispara la señalización de la vía 

Jak/STAT. 

La IL-6 es uno de los mensajeros que comunican el sistema inmunitario con 

el sistema neuroendócrino. Estimula directa o indirectamente la hipófisis y 

provoca un aumento en la producción de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH). 

así mismo al igual que la IL-6. la ACTH puede ser producida tanto por los 

linfocitos y los macrófagos como por varias clases de células del sistema nervioso 

y de la hipófisis. La ACTH, a su vez estimula las adrenales y eleva la síntesis de 

glucocorticoides, que además de modular la respuesta inflamatoria inhiben la 

expresión de los genes que codifican para la IL-1 e IL-6. Por otro lado la IL-6 

estimula la síntesis de Jos asteroides gonadáles progesterona y estradiol. 

IL-6 también estimula la expresión de las moléculas HLA de Clase 1 sobre la 

membrana de fibroblastos y es un modulador de la proliferación inicial del tejido 



hematopoyético de la médula ósea. IL-6 actúa en unión de IL-4 y de varios 

factores más que son estimulantes de la formación de colonias. Su actividad sobre 

las células de la médula la complementa posteriormente la IL-3. También se ha 

informado que IL-6 puede influir sobre Ja diferenciación de varias células nerviosas 

y promover la síntesis y la expresión del receptor para IL-2. 11n 
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2.3.3 El efecto del veneno de abejas sobre la inmunidad 

Existen muy pocos estudios acerca de cómo influye el veneno de abejas 

sobre el sistema inmune. Sin embargo. alguno~ 'res';-lltados sc::>n·-~na evidencia de 

que el veneno de abejas tiene ciertos efectos anti-inflamátOrios. 

Por ejemplo, en un estudio con ratas con ariritis:.reurriat6ide indcÍcida. se 

demostró que la. fracción soluble en agua del ·,:,~íl.,",.;é) ·d·e ab;,;J~s.· ti~rié un efecto 

antiartritico, reduciendo el dolor y la inflama6ii,:¡ · ~~6ci6c1b~~~ ,;¡;,;::¡~ artritis 

reumatoide. -Según los autores, esto puede ,;;er ~¡:¡~ • ~;;·;,'~~cÜ'~·;i~ii, :. dé :que el 

veneno de abejas reduce los niveles de IL-6, qué se· er.c:-.:;~;\'i'~i:;;.:;'.'.,1i;(,.;,~;;~ por la 

inducción de la artritis reumatoide. en compar8ciÓ~ ~~~, 't'¿s-:;,ft~f~;.;~EJ~~;~~dos en 

animales no artríticos. i:-e, 

En otros trabajos ·se ha encontrado que el_ verie,.;6 ele a~ejk!s' suprime la 

expresión del gen que induce 1a a.-1-g1ucaproteiria ¡¡,c;;d"a'·.cP.C,·¡;> ';;;~· i•f'tasé aguda. 

durante etapas tempranas de la artritis inducida en réltas/La' 1~-1;; iL~e;. el .TNF, los 

glucocorticoides y el veneno de abejas juntos son los· responsables de la 

disminución de la expresión del gen AGP, lo que indica que está .último juega un 

papel importante en el desarrollo de la artritis en ratas.'2ª1 

El veneno de abejas puede influir sobre el sistema inmune cuando existen 

respuestas inflamatorias, como por ejemplo la artritis. Los trabajos realizados 

sobre personas alérgicas al veneno de abejas también muestran que al inyectar 

veneno de abejas como tratamiento desensibilizante, se pueden cambiar los 

perfiles de citocinas que están relacionadas con el tipo de respuesta T H2 hacia un 

tipo de respuesta T H1. 

El presente trabajo. además de estudiar el efecto del veneno de abejas 

sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos. también tratará de conocer cuál es 

el efecto de la administración de pequeñas dosis del veneno de abejas sobre la 

producción de cítocínas pro y anti - inflamatorias. De este modo se trata de 
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aportar un granito de arena al mejor entendimiento de cual podría ser el papel que 

juega el veneno de abejas, utilizado como una medicina alternativa, sobre las 

reacciones inflamatorias y la competencia del sistema inmune. 

-18 



2.4 Las sales de tetrazolio y el MTT 

La utilidad de los ensayos de proliferación celular utilizando el MTT, ha sido 

bien documentada en la literatura para muchas diferentes aplicaciones. Estas 

sales fueron preparadas por primera vez en 1894 y se utilizan para la detección de 

la actividad de la deshidrogenasa y de otros sistemas enzimáticos donde son 

generados equivalentes redox. Debido a éste hecho son una herramienta muy útil 

en la investigación académica y clínica, y han sido utilizadas ampliamente para 

cuantificar la proliferación celular o para evaluar la citotoxicidad, así como para 

muchas aplicaciones diagnósticas. tales como en investigaciones sobre el SIDA y 

cáncer, biología molecular y celular, diagnósticos enzimáticos y química clínica, 

lnmuno-hiStOqUÍmiC0, hiStOJOQÍa Y p0tOIOQÍ0. r•:" HOI 

De las sales de tetrazolio más conocidas, se encuentra eL.nitroazul· de 

tetrazolio (NBT), cuya 

ubiquinona como un 

trifeniltetrazolio (TTC) 

reducción ocurre posiblemente por Ja intera6~ión;;:6n la 

aceptar de electrones especifico, el ,;l~rhld~~t~ .. de 

y el clorhidrato de neotetrazolio (NT) donde ambas 

reducciones se ven estimuladas por el citocromo c. Otra sal de tetrazoliÓ muy 

conocida es el bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolio (MTT), 

que se utilizó en el presente trabajo. El MTT es una sal de monotetrazolio, la cual 

se ha visto que es transformada por el sistema succinato-tetrazolio reductasa, 

donde el principal sitio de unión en condiciones aeróbicas entre el MTT y la 

cadena respiratoria involucra al citocromo oxidasa. Sin embargo, como se verá 

más adelante, la reducción del MTT no es una reacción exclusiva de las 

mitocondrias. ('3 
89 001 

El uso del aceptar de hidrogeno bromuro de 3-(4,5 dimetittiazolc2-il)-2, 5 

difeniltetrazolio (MTT) en un ensayo calorimétrico fue inicialmente descrito por 

Mosm.,,nn "'" para medir la citotoxicidad y Ja proliferación celular. Más adelante 

este ensayo se generalizó y se Je comenzó a utilizar en la medición de actividad 

celular. 188
, 
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El utilizar una técnica como la reducción de sales de tetrazolio (en este caso 

MTT) para medir la viabilidad y el crecimiento celular tiene grandes ventajas, 

además de que es más seguro con respecto a otras técnicas. POr ejemplo. el 

procedimiento es relativamente simple y el equipo que se utiliza generalmente 

está disponible en la mayoría de los laboratorios, así mismo la técnica 

espectrofotométrica puede detectar cambios muy pequeños en el metabolismo 

celular, siendo más sensible que la prueba de viabilidad con azul tripano que a 

pesar de ser una forma muy simple de evaluar la integridad de la membrana 

celular (y asi asumir la proliferación o muerte celular), no es un método sensible y 

por lo tanto no puede ser adaptado para una investigación de mayor capacidad. 

Por otro lado, aunque la medición de la proliferación celular con sustancias 

radiactivas ha sido muy aceptada, utinzando generalmente como marcador la 

timidina tritiada, éste método involucra .grandes cantidades de tiempo y un gran 

riesgo al manejar manualmente sustancias radiactivas que son altamente 

cancerígenas y mutagénicas. 

El uso del MTT depende de algunas variables que conviene tener en 

cuenta. Por ejemplo, en experimentos previos con lineas de célula~ T citotóxicas. 

algunos autores 19 ,º, han demostrado que la sensibilidad del método calorimétrico 

depende de la linea celular utilizada. Este método colorimétrico es al menos tan 

sen.sible como los ensayos con [3 H]-timidina, a pesar de que no depende de la 

medida de la radioactividad y por lo tanto es ideal en investigaciones de gran 

capacidad donde se manejan un gran número de muestras indjviduales.ce:-i Otras 

ventajas que presenta éste método calorimétrico, es la rapidez de la reacción, 

además de que es sencillo, económico y reproducible, con un alto grado de 

sensibilidad al utilizar un lector de ELISA. 18 9 101 

El "formazán" es el producto del MTT reducido y varia significantemente. 

entre las distintas lineas celulares. tanto en la cinética de formación como en el 

grado de saturación. La actividad especifica del MTT se ve significantemente 

influenciada por un número de parámetros y la mayoría de los autores sugiere que 
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las condiciones de experimeñtación.deben ser pre-establecidas o estandarizadas 

para minimizar la vari.abil.idad en los resultados, 

Las· : sales ···de· tetr'azolio son componentes orgánicos heterociclicos 

cuaterflar~o~ d0 am~n·i~c sol~bles en agua, que son convertidos por reducción a 

formazanos~.-- _Lc;.~<~~.·~~~~~-n~,s so'n insolubles en agua, solubles en solventes 

orgánicos''~'- ri~ ~o~é: ~ú;Óoxidables. A causa de estas propiedades, este grupo de 

compuestos han ·sido empleados en la medición de agentes reductores y como 

aceptares 'de electrones sobre catalizadores enzimáticos. 

X 

Figura 7. Fórmula general de las sales de tetrazolio. 

Las sales de tetrazolio que se utilizan principalmente en la Bioquímica y en 

Biología Celular, son derivados aromáticos del 1,2,3.4 Tetrazol (sustituidos en 

posición 2,3 y 5). 

D Q-<-r. Br 

YN)(CH3 

MTT S f 
CH3 

- H 2 0 

D ~ ,,,.N NH • 
~ + HBr 

N=N N ·CH3 

~ Formazán 
5 

· CH
3 

Figura B. Reducción del MTT a Formazán. 
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Estas .sales son precursores de color amarillento (amarillo-rojizo), que 

después de la reducción forman compuestos que son fuertemente pigmentados, 

en el caso del MTT el formazano que se forma es de color morado. 

Anteriormente se mencionó que el MTT es reducido por el sistema 

"succinato-tetrazolio reductasa", el cual pertenece a la cadena respiratoria 

mitocondrial y es activo solo en células viables, pero la prueba del MTT, no se 

considera estrictamente un ensayo mitocondrial. A pesar de la plena aceptación 

de este ensayo, no se sabe exactamente la localización subcelular ni los eventos 

bioquímicos involucrados en la reducción del MTT. Estudios recientes sugieren 

que el transporte de electrones en la mitocondria puede jugar un papel menor en 

la reducción celular del MTT. Dicha reducción celular, se lleva a cabo 

principalmente en el citoplasma y probablemente involucre cofactores del 

nucleótido de piridina NADH y NADPH. <•9 
'"" 

La participación de las mitocondrias en la reducción del MTT ha sido 

inferida por varios estudios con inhibidores respiratorios usando succinato como 

sustrato, pero la contribución de esta actividad sobre la reducción celular del MTT 

es aún desconocida. En 1963 Sk!le__¡; utilizó inhíbidores de la cadena respiratoria 

par'.' demostrar que la reducción del MTT dependiente de succinato en 

homogenizados de hígado de rata ocurría en dos sitios de la cadena de transporte 

de electrones mitocondrial (coenzima Q y citocromo e). A partir de este hallazgo 

se ha tomado como evidencia que el MTT es reducido por mitocondrias activas de 

células viables, pero esto es una prueba insuficiente porque muchas 

deshidrogenasas no mitocondriales o la flavina oxigenasa pueden reducir el MTT. 
(6, 11. &.) 

f3_e._rrir;Jg.c, y colaboradores 16 ~''. investigaron la localización subcelular de la 

reducción del MTT utilizando succinato. NADH y NADPH como sustratos, en una 

linea celular derivada de la médula ósea (320). A concentraciones óptimas de los 

sustratos, se observó que hay una mayor reducción del MTT con el NADH que con 
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el succinato. También se observó que utilizando succinato, la reducción del MTT 

se lleva a cabo principalmente fuera de la mitocondria que. en las fra.cciones 

mitocondrial y mitocondrial/lisosomal, lo mismo ocurre· c..:iand.o s.; utiliza··;;»1 NAOH y 

el NADPH, pero en este caso las cantidades d~ . MTT. r.;ducido .;n · 1.i. fracción 

mitocondrial es mucho menor en comparaciÓn con el succinat~::~·p~~a -~~racterizar 
la reducción del MTT por la fracción mitocondrial, se utilÍ~~rO~··Ínrli~'id~res"de la 

c'ad0na .~espirato~ia - .para _explorar c~mo es~.á . i_~V~-~~~~~~~~~:~:,~'~"~~J;~r~~~~~~:~·~:· .. 'de. 

eleC:trones •en la reducción del MTT. cuyos resultados'.sugieren'qu·e;:···í::u~lndo el 

succinatc:i es usado .como un aceptar de electrones, e;, 7o".:a0°/~ide·;¡a~rE.ci2.-ccÍón 
mitocondri~I del MTT ocurre subsecuente a la transfe~en~ía"ci~•;,;"j'.;.·~¡;.c,'~¡;;~ del 

citocromo e al citocro;,,o oxidasa. En contraste con ··é1 -~~-ú:C:;¡¡...¡~t~;-:·-.)~-'.~ed~cciÓn 
mitocondrial del MTT dependiente de NADPH no fue afectai:fo'por riir;iguno'_de los 

inhibidores respiratorios probados, y la reducción dependiente de NAOH 

solamente es inhibida por la cloropromazina (40-50%), lo que nos sugiere .que_ la 

reducción del MTT se lleva a cabo principalmente de manera extramitocon,drial e 

involucra mecanismos dependientes de NAOH y NAOPH que son insensibles a los 

inhibidores de la cadena respiratoria. Vistk;_.ii!, en 1991, estableció una correlación 

entre la concentración de la O-glucosa en los medios de cultivo y la reducción del 

MTT a formazan en diferentes lineas celulares de tumores, y encontró que la 

con_centración de la O-glucosa juega un papel importante en la reducción del MTT, 

ya que el transporte celular y el metabolismo constante de glucosa son esenciales 

para una máxima reducción de MTT, es decir entre más extenso sea el 

metabolismo de la glucosa por parte de las células, mayor será la cantidad de 

MTT reducido. Asi mismo la disminución de la concentración celular de los 

nucleótidos de piridina NADH y NADPH se acompaño por una dismir:iución 

concomitante en la producción de formazan. 4R•• ''° 11:! 1 

Por otro lado, t:liislsl:!2.t!. en 1992 y Sh!il.arman en 1995, encontraron que el 

formazan derivado del MTT era depositado intracelularmente en forma.-granular 

alrededor del núcleo y en una incubación prolongada con MTT se formaban 

cristales de formazan en la superficie de la célula. Más adelante yuanbin Uu y 
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colaboradores encontraron que los sustratos relacionados con el NADH (tales 

como malato;·gfutam3to o piruvato). son igualmente buenos para reducir lo mismo 

el MTT que:el.sUccinato en mitocondrias aisladas de cerebro de rata, pero que, 

como ya· .~º·han mencionado otros autores, la mitocondria no tiene un papel 

exclusivo en Ja reduCción del MTT. 100 91
· 

931 

El MTT no es permeable a las membranas lipidicas, aunque la 

permeabilidad puede variar según el tipo de célula, lo que sugiere que el MTT es 

introducido a las células a través de la endocitosis y es reducido por una flavina 

oxidasa susceptible de N-etilmaleimida (NEM). El formazán se acumula en los 

compartimentos endosomal/lisosomal para después ser transportado a la 

supeñicie celular a través de la exocítosis. Ningun·a de estas vesículas tiene que 

ver con la mitocondria, lo que sugiere que deben tener una importante función 

fisiológica. La endocitosis y la reducción del __ M_TT_ aparentemente requieren de 

ATP y NADH generados a través de la glicólisis, lo .cual explica el porque la D­

glucosa y los nucleótidos de piridina afectan en la reducción del MTT. '"" 

Aún no está muy claro el sitio y el sistema :enzimático involucrado en la 

reducción del MTT, por lo que no es muy fácil explicar las discrepancias existentes 

ent~e la prueba del MTT y otros métodos para medir 1a· proliferación celular y la 

viabilidad. Sin embargo. actualmente se realizan algunos estudios sobre la 

inhibición de la reducción celular del MTT con un indicador temprano especifico de 

la enfermedad de Alzheimer. Las personas con este .. desorden tienen 

acumulaciones intracerebrales de la proteina P-amil.oide, la cual actúa como 

neurotóxico en dicha enfermedad. Estos hallazgos están en estudio y pueden 

ayudar a clarificar el mecanismo por el cual la proteina p-amiloide inhibe la 

reducción del MTT y ayudarnos a comprender cuales son los mecanismos 

especificas involucrados en la reducción del MTT y en la patogenia de la 

enfermedad. 191
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TESIS CON 
F ALi.A l:E OlUGEN 

''Sean capaces siempre de sentir, en lo más hondo, cualquier injusticia realizada 
contra cualquiera, en cualquier parte del mundo. Esta es la cualidad más linda del 

revolucionarlo"' 
Ernesto '"Che- Guevara 

"Ser pueblo, hacer pueblo y estar con el pueblo" 
Lucio Cdbaflas 



111. OBJETIVO E HIPÓTESIS 

3.1 . Objetivo 

El presente trabajo tiene como objetivo conocer si la administración 

subcutánea de veneno de abeja en los ratones modifica o no la respuesta 

proliferativa in vitro de los linfocitos esplénicos de éstos animales y, además. la 

concentración en el suero de las citocinas inflamatorias IL-1 e IL-6. 

3.2. Hipótesis 

1) Al inyectar subcutaneamente diferentes dosis de veneno de abejas· en ratones 

sanos de tres meses de edad, la respuesta proliferativa in vitro de los linfocitos 

del bazo se va a incrementar de ·una manera proporcional a la cantidad de 

veneno inyectada. 

2) Al inyectar subcutan.eamente diferentes dosis de veneno de abejas en ratones 

sanos de tres meses de edad, la concentración de la citocina anti-inflamatoria 

lL-6 en el suero va a aumentar al mismo tiempo que disminuye la 

concentración de la citocina pro-inflamatorias IL-1. 
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íf~IS CCN 
FALLA I:E OIUGEN 

"Nada esta por copiar, todo está por crear" 
Gastan Bachelard 

La biblia de Changall 

"Impregna mis escritos que el valor del n1undo reside en nuestra 
interpretación (que quizás en alguna parte son posibles todavli'I otras 

interpretaciones que las meramente humanas); que las interpretaciones 
tradicionales son apreciaciones perspectivistas, gracias a las cuales podemos 

n7antenernos con vida, es decir con voluntad de poder, de crecimiento del 
poder; que toda elevación del hon1bre comporta la superación de 

interpretaciones más limitadas; que todo refuerzo conseguido, toda extensión 
de poder, abre nuevas perspectivas y significa creer en nuevos horizontes. El 

n7undo que nos es un poco tolerable es falso, es decir: no es ningún hecho, 
sino una invención poética y el redondeo a partir de una pequeña suma de 

observaciones; está ... ·en flujo», con10 algo en devenir, conJo una Falsedad 
siempre perpetuamente removida y que nunca se acerca a la verdad, pues no 

hay «verdad» alguna. " 
Friederich Nietzsche 



IV. DISEÑO EXPERIMENTAL 

4.1. Estandarización de la técnica del MTT 

Para este trabajo se utilizó inicialmente un grupo de ratones CD1 

seleccionados al azar para el entrenamiento en el manejo de Jos animales. así 

como la inyección subcutánea. procedimientos de anestesia, disección de bazo. 

separación de las células esplénicas, punción retro-orbital, obtención de las 

muestras de sangre y separación de suero. 

Una vez que este entrenamiento hubo terminado, fue necesario 

estandarizar la prueba colorimétrica de la reducción del MTT con el objetivo de 

obtener las mejores condiciones de trabajo, ya que, como se ha mencionado 

anteriormente, el formazán producido de la reducción del MTT varia de a.cuerdo al 

tipo de células utilizadas y a las diferentes variables que puedan afect".'r los 

resultados. Para lograr una estandarización satisfactoria, fue necesario modificar 

las diferentes variables y observar como influían éstas sobre los resultados, de tal 

manera que las células estimuladas lograsen reducir la máxima cantidad .. del. MTT. 

Se realizaron cambios experimentales para conocer la cinética de la ~iabilid8~ y sú 

probable modificación al añadir la solución con el mitógeno. 

La estandarización del cultivo de células del bazo y de las condi:C:ia~i~;ara . . - _, '. ·: , __ - , ' ~· 

estimular la proliferación inespecifica de los linfocitos, se'llevó.:,:a'':cabo; én­

condiciones de esterilidad, trabajando en una campana cie·_·f!J¡o\i'.,¡·,'.;.ii'~-~f. La 

viabilidad del cultivo fue estandarizado de tal modo qÚe se desechaban . todas 

aquellas suspensiones con una viabilidad inferior al. 95% al 'co'1iien'7«~ de .ros 

cultivos. La contaminación accidental de las muestras tambié,:;·_impiicaba la 

eliminación de ese material. 
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4.2. Medición de la proliferación linfocitaria 

Una vez estandarizada la técnica bajo nuestras condiciones de trabajo. se 

procedió a seleccionar los animales que serian utilizados con fines experimentales 

y sus correspondientes controles, de acuerdo al diseño que se esquematiza en la 

siguiente figura. Brevemente se trabajo con tres grupos de ratones y de cada uno 

de ellos se obtuvieron muestras de células de bazo y de sangre periférica. 

/ ~::;,:~~"~ico.1c J.tra 

t de sangre '\ 
Cultivo 

Ue células 

\Vi\ SSI control) ELISI\ 

* 
Tratarrnento 

l ecrn a de (ensayo mmunoenz1mahco) 

reducción del MTT J 
t Deterrnrnac1on 
~ de ll-1 e IL-6 

Deterr111nac1ón de J 
prohferac1011 hnloc1tana . 

'-...._ t::-,.a1uac1or. de los resultados 
.....____.por un anahs1s de varianza 

v par la prueba de Tu~.oJY 

Figura 9. Esquema general del disel"io de experimentos. 
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Se comenzó aplicando tres dosis del veneno de abejas (baja, media y alta) 

e inyectamos subcutáneamente los tres subgrupos de ratones que corresponden 

al grupo del veneno de abejas, esto se realizó cada tercer día durante un mes. 

Lo mismo hicimos con el g~upo que fue tratado con solución salina 

isotónica. El grupo control no fue tratado. En todos los casos los ratones fueron 

pesados antes de cada inyección. Los ra.tones al final del tratamiento con veneno 

de abejas y solución salina· isotó'nica. así como los que no recibieron tratamiento 

fueron sacrificados para obtener· las células de bazo y cultivarlas en presencia del 

mitógeno concanavalina (Con-A). La determinación de la respuesta proliferativa 

fue a través de Ja técnica del MTT. 
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4.3. Determinación de IL-1 e IL-6 

De la sangre periférica obtenida de los animales, se utilizó el suero para 

determinar las concentraciones de IL-1 e IL-6 por medio de un er:sayo inmuno­

enzimático (ELISA) utilizando la técnica del "sándwich". 

Los resultados obtenidos de todos los experimentos se evaluaron (mediante 

un análisis de varianza y por Ja prueba de Tukey al realizar las Comparaciones 

ínter-grupos. con un nivel de confianza de p<0.05. 
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iESlS CCN 
FALLA I:E ORl.GEN 

''¿Qué es lo que tínicamente puede ser el conocimiento." -Interpretación, no 
«explicac1ón,>" 

Friederich Nietzsche 

''¿Por qué será que el Che tiene esta peligrosa costumbre de seguir naciendo.:> 
Cuanto más lo insultan, lo manipulan, lo traicionan, más nace. 

El es el más nacedor de todos. 
¿No será posible porque el C/1e deCJá lo que pensaba y haCJá lo que deCJá.:>, 

¿No será que por eso sigue siendo tan extraordinario, en un mundo donde las 
palabras y los hecl10 n1uy rara vez se encuentran, no se saludan, porque no se 

reconocen.? " 
Eduardo Galeana 

Elnacedor 



V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. Animales 

Se utilizaron ratones CD-1, machos. de 3 meses de edad y can un peso 

corporal entre 20 y 25g. Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la 

Universidad Autónoma Metropolitana, plantel Xochimilco, en donde permanecieron 

durante todo el tratamiento con veneno de abejas. Posteriormente se trasladaron 

al Laboratorio 202 de Biología Molécular (Inmunología) del Departamento de 

Biología en la Facultad de Química (UNAM), donde se lhavó a cabo toda la parte 

experimental. 

Mientras estuvieron vivos todos los animales. se mantuvieron en 

condiciones óptimas tomando en consideración su bienestar y salud, de acuerdo a 

las normas internacional.es que existen para el c'!idado y manejo de los an1rnales 

de laboratorio que son utilizados en la investigación 

Durante el tiempo que los animales estuvieron bajo tratamiento, se observó 

su comportamiento, así como su aspecto físico. para detectar .. si el veneno de 

abejas les causaba algún efecto indeseable. También se registró su peso cada 

tercer día. 
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5.2. Tratamiento 
Los animales fueron separados en tres grandes grupos de acuerdo al 

tratamiento recibido durante cuatro semanas. (1) En un primer grupo estaban los 

animales control que no recibieron tratamiento. (11) En un segundo grupo los 

ratones que fueron tratados con solución salina isotónica estéril y finalmente, (111) 

en un tercer grupo los ratones que recibieron el veneno de abejas. Este último 

grupo se dividió a su vez en tres subgrupos de acuerdo a la concentración de 

veneno administrado. 

111.a. inyectados con 0.5 mg/Kg de veneno-de abejas 

111.b .. inyectados con 1.0 mg/Kg de veneno de abejas 

111.c. inyectados con 2.0 mg/Kg de veneno de abejas 

Los animales se pesaron cada día que recibían las inyecciones para 

conocer si el peso corporal presentaba alguna variación durante el tiempo en el 

que los animales estuvieron bajo tratamiento. Por otro lado, también se observó el 

comportamiento y los animales que presentaron reducción en el peso o algún 

signo de enfermedad fueron descartados. 
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5.3. Veneno de abejas 

La solución del veneno de abejas4 que fue inyectado en los ratones, se 

preparó utilizando veneno de abejas comercial liofilizado (Sigma-A/drich) en 

solución salina estéril, para obtener las dosis de 2mg/Kg, 1mg/Kg y o:smg/Kg, bajo 

las condiciones de esterilidad adecuadas. 

Todas las soluciones las dividimos en alícuotas de 11TI'l:: e~.tübbs,.é~peridorf 
(Acceso/ab) y se congelaron hasta su uso, tenien.do cuida,do:.d7 .. o;ió c()o;igel~rlas y 

descongelarlas varias veces, ya que el veneno de abejas 'es' muy 'sen'sib'iÉ• al 'calor 

debido a que se pueden desnaturalizar las proteínas y·e..;zi~as, perdier:ido así su 

efecto. 

-----~-----
1 Ver el apartado X. que corresponde a las soluciones y reactivos. 
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5.4. Linfoproliferación 

5.4.1. Sacrificio de los animales y obtención de muestras 

Para obtener las muestras de sangre periférica, fue necesario anestesiar 

con éter a Jos animales, en una cámara de anestesia. Una vez que se durmió cada 

animal. se toma una muestra de sangre por punción retro-orbital. La sangre así 

obtenida, se coloca dentro de un tubo de ensayo y se deja reposa~ _un tiempo 

hasta que se forma un coagulo, para separar el suero. El suero se . guarda a -

20ºC, hasta su uso en la determinación de citocinas. 

Posteriormente los animal~s se sacrificaron por .... dis~~-Ca~~!ó.~:~.:_c~~~iC8!: se 

sumergieron en alcohol al 70% para desinfectar la piel;. e i.nm.ediata.:nen.te y· bajo 

condiciones de esterilidad. es decir en una campana de fluj_o· iCÍ;;,inar:·_se'les abrió 

la cavidad abdominal para extraer el órgano linfoide. 
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5.4.2. Extracción de linfocitos 

El bazo se coloca en una caja Petri que se ~n~u~ntra sobre hielo con.s mL 

de solución salina balanceada de Hanks (Sigma~Aldrich), posteriormente se 

perfunde el bazo con otros 5 mL de la misma ~olución Con '1a_ayuda de una jeringa 

que tenga una aguja de insulina, de tal forma que se disgreguen las células. 

La suspensión asi obtenida se centrifuga a 2000rpm durante 3 minutos. Las 

células se resuspenden con 1 mL de solución hemolizante5
• dejandO repOsar 

durante 5 segundos con el fin de eliminar los glóbulos rojos. Transcurri~o este 

tiempo se adicionan SmL de solución de Hanks y se c;entrifuga nuevamente-a 

2000rprn durante 3 minutos. Una vez eliminados los eritrocitos, las células .. se 

lavan dos veces con 1ned10 de cultivo RPMI 1640 sin suero. 

Por último las células esplénicas se resuspenden en 1 mL.de medio de 

cultivo RPMl-1640 suplementado con: suero fetal bovino al 10%; aminoácidos no 

esenciales. ant1b1óticos. antim1cótico y un amortigúador de pH."' 

~ Vtir e1 apartado A. que correspondi: a la preparación de soluciones y reactivos 
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5.4.3. Cuenta y ajuste celular 

Se cuentan las células para determinar la viabilidad de éstas ·con el 

colorante azul tripano. Para ello. se toma una alfcuota de 20,.19 de la suspensión 

de linfocitos y se mezcla con un volumen igual de azul tripano, tra~ando de 

hornogenizar muy suavemente Ja mezcla. Solamente se cultivaro.n aquellas 

suspensiones de células con una viabilidad superior al 95%. 

.. . 
Para determinar.la viabilid.;d se .. utilizó un hematocitometr.; o ·cámara de 

Neubauer, así como un microscopio óptico. Se tomó una ·alfcuota de 20µg de Ja 

suspensión ante.rior •· ~· se lfeí)ó cuidadosamente ambas cámaras de contaje del 

hematocitometro: 

El conteo. de. las células 1"'1 se llevó a cabo de Ja siguiente forma: 

TEUS CON 
FALLA DE ORiGEN 

Figura 10. Esquema de las cuadricuJas de la cámara de Neubauer, tal como se observan al 

m1croscopio. 

Se cuentan las células del cuadro central y ·de los cuatro cuadros de ras 

esquinas en el cuadrado central, que aparece rodeado por un círculo en la figura 

anterior. Las células muertas se tiñen de azul, de tal forma que la diferencia entre 

las células vivas y las células muertas es muy clara. 

68 



•• • • 
• ... • 

• • 

.; 
• 

• • 

,... #' ~ . ' . 

Figura 11. Esquema de una de las 5 cuadriculas seleccionadas. en la cual aparecen como 

puntos negros las células que deben ser contadas. 

Se cuentan las células que tocan la linea ~uperior y la linea izquii;rda del 

perímetro de· c~da cuadro, como aparece en la figura 11 .. No se cuentan las 

células que tocan la linea inferior y la linea derecha del perímetro de cada cuadro. 

El número de células en la suspensión se calcula ·utilizando la·'siguiente 

fórmula. 

No promedio de células contadas x 25 x 104 x .2 

5 

CélulaSlmL · .. 

Donde: 25 es el factor de dilución, 

104 es el factor de conversión de la cá,:,,ara de Neubauer 

5 es el número de cuadros en que se contaron las células 

Una vez contadas las células viables, la suspensión fue ajustada a 300,000 

células/100µL, es decir a 3x105cél/mL. 

TESIS CON 
FALLA DE ORJGEN 
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5.4.4. Cultivo de las células y estimulación de la proliferación 

utilizando el mitógeno Concanavalina A. 

Las células provenientes de cada ratón se sembraron por sextuplicado 

utilizando microplacas de cultivo de 96 pozos (Costar). bajo condiciones de 

esterilidad. A cada pozo se agregaron 1 OO~lL de la suspensión celular 

previamente ajustada. posteriormente a tres de Jos seis pozos. se les adiciona 

20¡1L de la solución de Con-A a una concentración de 5¡1g/mL con el fin de inducir 

la proliferación de las células. Se dejan tres pozos sin adicionar Con-A, que nos 

servirán para medir la actividad basal (sin eslimulación) de las células. no obstante 

se les agregó 20¡1L de medio RPMI suplementado para conserv_;r el volumen final 

igual en todos los pozos. 

La microplaca se incubó a 37ºC. 95% de hÚmedad y 45% de C02 , en una 

incubadora durante 48 horas_ 
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8.4..S. llModo ele la reducción del MTT 

TIWl9CUrrtdaa ... prinw.a 48 howM de lncub•ción, • C8d8 pozo de a. 
mic:roplac8 - .nedló 20µL de la aoluci6n de MTT, a una catlCIHlllMÁÓlll de 

5mg/mL en Ul"ll 90lucióll ~ de foefatos (PBS)8 • Se incubó~ 4 

horas • 37-c y 95% de humedad, con el fin de que - forme el fonnllz6n por a. 
reducción del MTT. 

Una vez transcurridas las cuatro ~. laS c6kMs - .._,, llftadielldu 

100µL de una eoluc:lón de ll9is que contieue dodecil sulfMo de 80dio (SOS)• 10% 

en HCI 0.01 N, esto hace que los cristales de torm.ún salgmn del citop1msme de 

... c61ullls rotas y - disuelvan, _, que - obtiene una solución ~--

La incubación - mantiene d...,.,.... toda a. noche y al dla elglJlent9 - mide 

a. absolbancia en ..-d• pozo utilizmndo un lector~ rnlaopl-. (Dyne•) • 

490nm. 

Se utilizó esta longitud de ondm (490nm), 999ún los r-.ltados de los 

experimentos r..ilzados para la -tandanZllCión de _.. Mcnlc8 que - -...rtben 

,.,._ lld1I ••.en la -=ciól1 de,_.....,._ 

TFSIS CON 
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5.5. Cumntitlcaclón de cltoclnea 
La C8nllded de c:ilDcilwww lnftei;....,.... (IL-1 e IL-6), - delerml116 en ._ 

m.....,._s de suero o~ldas de C9da ratón, empleando la tl6cnica de ELISA­
....,ldwict;. 

-
Antlgeno y 

(IL-1 e IL-6) 
~···· 

A,..cuerpo monoc1cna1 ~ 
decaova~ 

9 
y 

anticuerpo monoclonal biolinilado 

9 9.-J 
y y 

F- 13. e__.. del-de.., pozo de .. mlcropa.ce de EUSA a .. cual ... han-. 
primero el_,,., ..--... -captu .. : ...-1o1 .. - .... el~ (- - ..... .._., 

a...aiz.do)yfi_el_....,.,a~. 

Para la det.nnin81ci6n de I• citoc!n• IL·1P - utilizó un kit cornera.! 

(Quantikine® M- MLBOO) en el que los anllcuapos de capllMa anti-IL-1P de ,.ton· 

ya - eoicomr.b9n ~idc>S a la ~ de ELISA. Por ello e6lo - tuvo que .n.dil" 

•- dll~ ~ de a IL-1P para la curva P111rón y las ......_ de 1oS 

sueros de cada rat6n. Se hicieron cinco l•vmdos con 400µL del butr9r de lav9d0 

(Part 8950024) '/se adiclon6100µL • C9da pozo del aegundo anticumpo anti-IL-1P 

marcado con foefa'M• alclllina. Deepu6• de lncub9r por un. txxa a ..,,.,_ ...... 

ambiente, se lavá otras diez vecea la ~ con 400µL del buft'9r de lavado. 

Se adicloiwwwon 1oo,.L del.....,_ de la enzirn9 (~). 

dejando incubar por 30 mlnUIDa a ~ 8mblel"9, t...a. que - cllie•ITIJlla 

el color de la reacci6n. Finalmente - detiene la reacción adlclon•ndo • cada pozo 

SOµL de HCI diluido. La d9nllld9d 6plic9 - dalBmllnó ulillzando un 1ec1ar de 

~ (D)mex) a 450nm. El ningo de dela e ckln de i. IL-1P ,...._ con ..... kit -

de 500. 7.5 pglml.. 

TESIS CON 
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Para determinar la IL-6. se utilizaron anticuerpos monoclonales especificas 

anti-IL-6, los cuales se solubilizaron en un amortiguador de NaHC03 (J. T. Baker) 

0.1M, pH,8.2. A cada pozo de una microplaca de ELISA (Costar) se agregaron 

S0¡1L de solución anterior con los anticuerpos de captura (anti-IL-6), dejando 

reposar d~r~nte toda la noche a 4°C para que los anticuerpos se adhieran a la 

microplaca~ .. Trar:iscurrido este tiempo se hacen tres lavados con una solución de 

PBS/Twee_r:i-20 al 0.5% y se agregan a todos los pozos 100 ¡1L de una solución de 

PBS/BSA7• al 3.% para bloquear el pegado no especifico e incubando durante dos 

horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente se hacen otros cuatro lavados ºcon . PBS/Tween. y en 

algunos pbzos se añadió por duplicado 100¡1L de IL-6,m erÍ. las:.~Ú1uei6~es seriadas 

de la cito.;ina recombinante para la curva patrón. Ei:·· 1'?~ · ¡:>o_zos ''restantes se 

añadieron S0¡1L de PBS/BSA al 1 % y SOpL de los sueros' ante,¡¡· ,;,'~n~ionados (un 

solo suero por cada dos pozos). dejando incubar_.tóéia:l±::~~;qe_:~4ºC. 

Al finalizar este tiempo se hacen otros cUatro'.1a.i~d6~·:'ii,'ás de los pozos de 

la microplaca utilizando una solución de PBS/Twe~;,·¡¿·\:~.'~i~'~i6imente se añaden a 

cada pozo 100¡1L del segundo anticuerpo morÍó~1c;';:;9·,~-~bi;;Íi;;;¡,¡.é:J6 especifico para 

IL-6, solublizado en PBS/BSA. dejando incubar'.1a'~r.;acción.dw'ante una hora a 

temperatura ambiente 

En seguida se realizan otros seis lavados de Jos pozos de la microplaca 

con la solución de PBS/Tween y se añaden a cada pozo 100¡1L de una solución de 

estreptoavidina peroxidasa (S-HRP) disuelta 1 :4000 en PBS/BSA al 1 % dejando 

incubar por 45 minutos a temperatura ambiente. Al terminar esta incubación se 

realizaron otros ocho lavados con PBS/Tween y después se añadieron a todos los 

pozos de la microplaca 100pL de una solución del sustrato ABTS8 tapán.dose 

inmediatamente la microplaca para evitar Ja luz durante 20 minutos más de 

-------··------··-~-

1 Albúmina sénca boVlna, en una solución amortiguadora de fosfatos al 3% 
., Acido 2.~· ·.:JZHlO·bls (3-elllbencenllazol1n-6 su!fórncQJ suslralo para 101 peroi.trt<::tsa 

I 
TESIS CON I 

FALT -~ ~1" ORJGFV 
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incubación, hasta que se desarrolla el color de la reacción. Después de ese tiempo 

se puede detener la reacción añadiendo a cada pozo 50J.tL de una solución de 

DMF9 /agua destilada al 50%_ La lectura de absorbancia de la reacción se hizo a 

405nm, en un lector de placas (Dynex). Et rango de detección de esta prueba es 

de 2000 a 7.Spg/mL 

, . ,' -.... .. :, '. . -~ _, -

La cuantificación de cada citoci~-~: se hi.Zo 'interpolá~~o los ~~al_~res de las 

absorbancias registradas para cada muesfra en la curva_patrón correspónd_iente. 

:> D1met1lformam1da al 50% en agun destilada 
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5.6. Estandarización de la técnica del MTT 

Los animales que se utilizaron para este fin, no recibieron ningún 

tratamiento previo. Para estandarizar esta prueba colorimétrica fue necesario 

realizar diversas variaciones a la técnica, hasta que obtuvimos Jos resultados 

óptimos en nuestras condiciones de trabajo. Se realizaron diferentes ensayos 

utilizando la técnica del MTT, con el fin de que las células esplénicas estimuladas 

reduzcan la mayor cantidad de sal de tetrazolio, mientras que las células 

esplénicas de ratones no estimuladas den valores de reducción 

considerablemente más bajas, debido a que se supone no hay proliferación 

celular. Se compararon los resultados obtenidos cuando las células del bazo eran 

separadas utilizando ficoll-hypaque o una solución hemolizante a base de NH.CI y 

Tris base . 

. En cada uno de estos casos· se variaron· la velocidad y los tiempos de 

centrifugación. 

placas (Dynex) .. 

Los resultados se leyeron a 450, 490 y 630nm en el lector de 

';.·· 

Una. vez seÍecéionado el procedimiento. de la solución he;,,;;,,i;,_arÍte y, en. 

cultivos ·ce1u1arés.de·. prueba •. se varió 1a concentración del .. miíó~.k.:i~·con'.:p;: 
empleand.:;:c.ind;· 6C:,n~entraciones diferentes 1, 2, 3 ,4 y 5~tg/mL,. leyendo. las 

absorbanci;;,,¡ a:4sc(490 y 630nm. Fina1m.knte realizamos un barrido,;; dif'3r;;r..!E!s· 

longitudes .'cie ·,;nda, utilizando 5~1g/mL de Con-A para comparar los .va.loréis•de' 

absorbanci~ obtenidos entre las células estimulad!'s y las células no estimu1;.ci;,,:;;: 

Además, durante cada experimento se monitoreó la viabilidad celular ·c:esde el 

primer dia de experimentación hasta el día en que se detiene la reacción para 

hacer las lecturas de absorbancia. Todos los datos que obtuvimos'· fúefron :, 

analizados por métodos estadísticos para obtener los valores promedio y sús 

correspondientes medidas de d
0

(spersión. 
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iTodo no vale nada, si el resto vale menos!" 
Bertolt Brecht 

"El infierno de los vivos no es algo que será; hay uno, es aquel que 
existe ya aqw; el infierno que habitamos todos los d1ás, que f'orman10s 

estando juntos. Dos maneras hay de no suf'rirlo. La primera es f'ácil 
para muchos: aceptar el infierno y volverse parte de él hasta el punto de no 

verlo más. La segunda es peligrosa y exige atención y aprendizaje 
continuos: buscar y saber reconocer quién y qué, en medio del infierno, 

no es el infierno, y hacerlo durar, y darle espacio. " 
Ita/o Ca/vino 

Las ciudades invisibles 
El infierno de los vivos 



VI. RESUL TACOS 

6.1 Resultados de la estandarización 
Para la estandarización de la prueba colorimétrica del MTT, se utilizaron 

linfocitos provenientes del bazo de ratones, manteniendo Ja concentración de 

células constante (3x105 cel/pozo), se varió la concentración del mitógeno 

concanavalina-A en 1, 2, 3, 4 y 5~19/mL y se utilizaron dos formas diferentes para 

separar las células blancas de todo el paquete celular. En el primer caso se utilizó 

Ficoll-hypaque y en el segundo utilizamos una solució". hemolizante, en ambos 

casos se sembró por triplicado cada suspensión de células y las microplacas se 

leyeron a 450, 490 y 630nm, después de haberlas incubado en presencia del MTT, 

durante 4 horas. 

0.9, 
08 

07 ! 
ci 06 1 

~ 05 .1' ~ 0.4 

~ 0.3 

0.2 

01 

Proliferación de linfocitos a diferentes longuitudes de onda, 
comparando solución hernolizante vs ficoll. 

-.- hemolizante -<>-- ficoll 

2 3 4 s. 
Concentración de Con-A (J1gtmL) 

Gr.arica No.1. Comparación de la técnica del MTT utilizando dos métodos de separación celular a 

diferentes longitudes de onda y diferentes concentraciones de Con-A. 
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Las absorbancias correspondientes a Ja formación del formazán en cada 

serie de p~:o:os_~ .. · ge¡, pr_o~ediaron y se graficaron para obtener una curva de 

estimulación con.Con-A a diferentes longitudes de onda. donde la densidad óptica 

(O.O.) representa Já. cantidad del MTT reducido por las células estimuladas a 

diferentes don(O.;rÍt·~,¡.ciones de Con-A utilizando Ficoll y solución hemolizante. En 

ambos m,éÍodosi's~~sigue··e1 mismo patrón de reducción, es decir. la mayor 

reduccióri\i~í''•IÍIÍu'i(~•.;t·.,; 450nm. A esta longitud de onda se obtienen valores 

mayores·:-.~·~r!';~{;~'b."i~;~~~nb~~-. aÚnque las diferencias son pequeñas en ambos 

métodos·ci~'·~e;j:i~;~i;'{óg(j;. linfocitos. Cuando se estimulan las células con Con-A 

a una cc:>~~·.,;~tr~~íÓ~;~;i,'--5¡,g~mL a 490 y 630nm, hay una mayor reducción del 

MTT. Sin-'eñib~~Jó::[~::4,s~hrri pereciera que la reducción del MTT es muy parecida 

a cualqui~·r:'.-¡;6~~~~nt~~~f~~~d~'j:::Ori-A. Por otro lado se observa claramente que se 

obtienen m~jc';¡..;-;:},ii:;Úi!;;ici~s con la solución hemolizante que con el Ficoll. Por Jo 
'· . . . - --~- ... ·- - ,.. 

que se eligió_ Írabajar:con ·1a solución hemolizante. 
,-:_,,, -.<'· 

Los datos'q~E!'s~'.:nuestran en. la ·gráfica No.2, representan la cantidad del 

MTT reducido por los linfocitos a dif .. rei;ites concentraciones de Con-A y diferentes 

longitudes de onda. A 450nm hay. uria···mayór reducción del MTT a todas las 

concentraciones de Con-A empleadi;is. sin embargo la diferencia de absorbancias 

entre las células estimuladas y no estimuladas. es muy pequeña e incluso se 

puede observar que en algunos casos las cél.ulas. b.as;.·lesUen.en un valor más alto 

de absorbancia que las células estimuladas. 

'"-j 

A 490nm los valores de absorbancia en las célú.la~: esti.muladas con 1, 2, 3, 

4~1g/mL de Con-A son constanies y pequeÁos·en· co'rripar~i::ión"con los valores de 

absorbancia a 450nm. y en esie caso .también J~s·\1~1c;;;,¡~.:d.; ;.bsorbancia de las 

células basales son mayores que las e~tim~Í~ci~~;:;~\;''6tf~i'aAie'~uando las células 
. -.. , -~ ; ~"·~r-'· " ,. -

son estimuladas con s~,g/mL del mitógeno hay ú'n'incremeñto·muy significativo de 

los valores de absorbancia, és probablEl, ~¡i,/:¡'1 EJ~'b~;,tra~ión de Con-A que 
:.; _·.~·,. ,l:-.. {c-: .. -;,'.~_:1.,_,,.,_1.~,,,':º~;;-... _;:: ·. 

estimula realmente a las células es de S~<g/1T1L,Y,que·.1.as,.concentraciones menores 

a este valor no las esta estimulando, pareciendo inhibirlas. 
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J:I < 0.3 

Reducción del MTT utilizando diferentes concentracines de Con-A a 
diferentes longitudes de onda, en células no estimuladas y células 

estimuladas 
¡¡¡Sin estimular •Estimuladas 

--E~-1 e ~ 

g 
~ 

Concentración de Con·A (µg/ml) 

Gráfica No.2 Comparación entre las células no estimuladas y células estimuladas a diferentes concentraciones de Con-A 

y diferentes longitudes de onda 

1 
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Finalmente a 630nm. observamos que los valores siguen un patrón 

parecido al anterior. sólo que en este caso los valores de absorbancia son 

menores en comparación con los valores obtenidos a 490nm. 

Se calcularon Jos valores delta {ll.) de estas reducciones, es decir, se restan 

los valores de absorbancia obtenidos de las células estimuladas menos los valores 

de absorbancia obtenidos de las células no estimuladas y observamos que a las 

tres longitudes de onda empleadas. los valores fueron negativos cuando se 

añadieron 1, 2, 3 y 4 pg/mL de Con-A. Únicamente cuando las células fueron 

estimuladas a 5pg/mL del mitógeno se obtiene un valor ll. positivo, encontrándose 

que a 490nm el valor ll. es más alto. 

Con-A 450nm 11 490nm 11 630nm 

1pg/mL -0.009 11 -0.078 11 -0.072 

-0.034 11 -0.172 11 -0.162 

-0.063 11-0.199 11 -0.185 

-0.0391~~1-0.168 

0.044 11 0.169 11 0.138 

Tabla No.1. Valores de ta (6) a l?s direrentes longitudes de onda y 

diferentes concentraciones del mitógeno. 

Utilizando una concentración de 5pg/mL del r:nitógeno, se realizó un barrido 

ad iferentes longitudes de onda (450, 490 y 630nm) en las mismas condiciones 

experimentales. Los resultados asf obtenidos fueron promediados y se muestran 

en Ja gráfica No.3, donde Jos valores de absorbancia corresponden a Ja cantidad 

del MTT reducido por las células estimuladas y no estimuladas. Al comparar las 

absorbancias obtenidas de las células basales y las estimuladas a las tres 

longitudes de onda mencionadas, se observa que a 490nm se presenta la mayor 

diferencia entre ellas. 
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Según los resultados mostrados en las gráficas anteriores, se puede ver 

que la concentración del mitógeno, en este caso concanavalina si influye de forma 

significativa sobre los valores de absorbancia, así mismo la longitud de onda a la 

que se leen la microplacas también influye mucho para obtener los valores 

adecuados y disminuir los errores en la experimentación. Considerando lo anterior 

Jos valores óptimos seleccionados para nuestras condiciones de trabajo 

experimentales se obtienen a 490nm, utilizando Spg/mL de Con-A. 

o 
e. 
::: ·¡; 
e .e 
~ 

.D 
<( 

0.9 

o.e 

0.7 

0.6 

05 

04 

03 

0.2 

01 

o 

Comparación de las células sin estimular vs células 
estimuladas con Con-A (5~1g/mL) a diferentes longitudes de 

onda 

450nm 

m Sin estimular •Estimuladas 

490nm 

Longitud de onda p ... ) 
630nm 

Gráfica No. 3. Barrido a diferenles longitudes de onda, donde se muestra que a 490nm 

se obtienen los valores óptimos. 
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6.3 Variación de los pesos de los ratones 
El peso de cada animal se valoró y se registró cada tercer día. Hubo un 

ligero aumento de peso en todos los grupos de ratones debido al crecimiento 

normal de los animales. En la siguiente gráfica podemos apreciar que no hay 

ninguna tendencia diferente a lo esperado. Tanto el grupo que no recibió ningún 

tratamiento, como el grupo tratado con solución salina isotónica y los que 

recibieron tratamiento con veneno de abejas a diferentes dosis, no presentan 

variaciones significativas en cuanto a su peso. 

Variación del peso de los ratones durante·e1 tratamiento 

30.0 

27.5 :;::¿ 
~ 

25.0 

~ 22.5 - Sin tratamiento 
-ss1 
~VA· O.Smg/Kg 

20.0 
-<>-VA· 1.0mg/Kg 
- VA· 2.0mgl_Kg 

17.5 
o s 15 20 25 35· 

Dias de tratam~9:1to. _ ·.~ , 

Gráfica No. 4_: cOmp~--r~?ióñ de _l~s peSos -~,r~rii-~~~~::~nt~e :1_0~.di.~~f1fñú~S_·-~-~-u.~os. de 
- :- - ratOneS durante' el tra'i~m(~~to~::~--..,·.· ~ ~:{''~\;:{J ~ .. "; · ·, _, · · 

,._._ 

Se promediarori lospe~os'de.l()s.~ato'r".~s;de:¿~~a grup(), siendo ~•sT. ~•ss1. 

~::1~;;:~~::1~C>:¡)Z]tl'pl~¡]~~~:~~~:~~r~~*Jf 5d~:~:;;r::~=~~0nsz:i:in~oás~ 
:::~;:~::~. :;,~ºt~<~fü;7f-~!~~~~~f~~1~1t2i~:o;:~.~=~::~:;~::tr~li::t::: 
relevantes son Ha:· J..lsT = J.tss1-=.J.10.s = J.t1:0 = J.t2.o. que indica que los pesos de los 
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1 

ratones son iguales para cada tratamiento. contra Ha: al menos dos de las µ¡ son 

distintas. 

Los resultados fueron resumidos en un formato tabular denominado tabla 

de ANOVA. Como el valor critico para Ja región de rechazo es Foo5 . •. 59 = 2.53 > 

2.31= f, fa hipótesis nula es aceptada, es decir, no representa diferencias 

significativas entre los pesos de los ratones de los diferentes grupos. 

Fuente de Grados de 

11 

Suma de 

11 

Cuadrados 

ll 
f 

variación libertad Cuadrados medios 
1 

Tratamientos 

DDI 
6.42 

ID (entre 

grupos) 

Error (dentro 

1 

59 

11 

163.66 

11 

2.77 

11 1 
de grupos) 

Total 
11 

63 
11 

189.35 
11 11 
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6.4 Linfoproliferación (in vitro) utilizando la técnica 

del MTT 

6.4.1. Proliferación de los linfocitos en estado basal 

En la siguiente gráfica, se muestra la proliferación de Jos linfocitos en 

estado basal, sin Con-A para estimularlos, donde el eje de las X muestra las 

barras correspondientes a la reducción del MTT por los linfocitos de cada grupo de 

ratones, no habiendo diferencias entre los diferentes grupos. 

ó e. 
"' ..., 

·¡:; 
e: 
"' .e o 
"' .e 

<C 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 

Reducción del MTT por los linfocitos en estado basal 

1 
SSI VA 0.5 mg/Kg VA 1.0 mg/Kg VA 2.0 mg/Kg 

Tratamientos 

Gráfica No. 5 Representación de la respuesta proliferativa de los linfocitos esplénicos sin 

estimular 

Se efectuaron los cálculos para comparar la cantidad del MTT reducido por 

los linfocitos esplénicos de ratón con los diferentes tratamientos: con y sin veneno 

de abejas. Los resultados de los cálculos estadísticos se muestran en la siguiente 

tabla de ANOVA. Representamos con µ, el promedio real de cada ensayo sin 
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1 

estimulación con el mitógeno Con-A que corresponde a Ja densidad óptica (O.O.) y 

representa la cantidad del MTT reducido por cada grupo de ratones. 

Fuente de 

1 
Grados de 

11 

Suma de 

11 

Cuadrados 

11 

f 
variación libertad Cuadrados medios 

1 
Tratamientos 

DI 
0.0032 

11 

0.0008 

ID (entre 

grupos) 

Error (dentro 

1 

20 

11 

0.0174 

11 

0.00087 

11 
de grupos) 

Total 
11 

24 
11 

0.0206 ,, 
11 

La hipótesis nula Ha: µsT = µss1 = µ 0 .s = µ1.o = µ2.o establece que el promedio 

real de Ja cantidad de MTT reducido es idéntico para 1 os cinco tratamientos. E 1 

valor critico F para Ja región de rechazo es Foo•.•.20 = 2.87. 

Según Jos datos de Ja tabla, observamos que f = 0.92 es menor que Fo os.•. 

20 = 2.87 y por lo tanto Ja hipótesis nula H 0 se acepta, indicando que Ja proliferación 

de Jos linfocito". no estimulados con Con-A entre Jos cinco grupos de ratones no 

son distinguibles, es decir no hay diferencia estadísticamente significativa al nivel 

de 0.05. 
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6.4.2. Proliferación de los linfocitos estimulados con Con-A 

En la gráfica No. 6 se muestra la proliferación de los linfocitos estimulados 

con Con-A donde cada barra representa los valores promedio de las densidades 

ópticas correspondientes a la reducción del MTT por los linfocitos de cada grupo 

de animales. 

o 
e. 
"' ro 

·¡:; 
e: 
ro ..o 
¡¡¡ 

..o 
<C 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 

Reducción del MTT por los linfocitos estimulados 
con Con-A 

ST 

Tratamientos 

Grafica No. 6 Representación de la respuesta proliferativa de los linfocitos estimulados con 

el mitógeno. 

Al igual que para los pesos de los ratones y la linfoproliferación en estado 

basal, analizamos los datos a través de una ANOVA. Los resultados se resumen 

en la siguiente tabla donde ~" corresponde al promedio real de las densidades 

ópticas (D.O.) de cada grupo de animales y la hipótesis nula Ho: µsT = µss1 = µo.s = 
~, .. 0 = p 2 .0 establece que el promedio real de la reducción del MTT es idéntico en 

los cinco grupos de animales con diferentes tratamientos. El valor critico F para la 

región de rechazo es el mismo que en el caso anterior puesto que utilizamos los 
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mismos animales bajo las mismas condiciones y por Jo tanto los grados de libertad 

son los mismos. así que Fo.os .... 20 = 2.87. 

Fuente de 
:¡ 

Grados de 

11 

Suma de 

11 

Cuadrados 

11 

f 
variación libertad Cuadrados medios 

1 
Tratamientos 

1 

4 

IDI 
0.0015 

ID (entre 

grupos) 

Error (dentro 

1 

20 

11 

0.1324 

11 

0.0066 

11 
de grupos) 

Total 
11 

24 
11 

0.1383 ,, 
11 

Podemos observar en los datos mostrados en Ja tabla, que f= 0.23, siendo 

menor que Ja F de tablas: 

f= 0.23 < 2.87= Fo.os.•. 20 

Por lo tanto Ja hipótesis nula es aceptada, Jo que Indica que tampoco en Ja 

proliferación de células estimuladas con Con-A hay diferencias significativas entre 

los cinco grupos. 
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6.4.3. Valores delta (ó) 

También realizamos un análisis de varianza a los valores delta (ó} de la 

reducción del MTT por los linfocitos mostrados en la siguiente gráfica. 

Valores delta de la reducción del MTT por los linfocitos 

0.3 

d e. 0.2 
U) • .,, 

·¡:; 

~1 e: .,, 
-E 
o 
U) 0.1 .e 1 < 

o.o ~· SSI 

Tratamientos 

Gráfica No. 7 Representación de la diferencia entre las repuesta proliferativa de los linfocitos 

estimulados menos la respuesta proliferativa de los linfocitos sin estimular 

Los valores de densidad óptica (O.O.} represio.ntan la resta de los valores de 

o.o.:de los linfocitos estimulados con Con-A menos los valores de O.O. de los 

linfocitos sin estimular correspondientes a la reducción del MTT de cada grupo de 

ratones. 

TESIS CON 
Fft.!. '!. A. l'i;- nt!tr1EN 
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Fuente da Grados da 

11 

Sumada 

11 

Cuadrados 

11 

f 

1 
variación libertad Cuadrados medios 

Tratamientos 

1 

4 

11 

0.0063 

11 

0.0016 

ID (entre 

grupos) 

Error (dentro 

1 

20 

11 

0.0826 

11 

0.0041 

11 
de grupos) 

1 
Total 

11 
24 

11 
0.0889 

11 11 

Aplicamos el análisis de varianza y encontramos una f= 0.39, siendo la 

misma F de tablas para este caso: Fo.05,.c,20 = 2.87. 

donde; f= 0.39<2.87= Fo.os .•. 20 

Lo que demuestra que no existen diferencias estadísticamente significativas 

entre los cinco grupos, por lo que la hipótesis nula es aceptada Ha: µsT = µ 5 s1 = µ 0 .5 

= µ,.o = µ2.o, es decir las diferencias entre las células estimuladas y las células sin 

estimular no difieren entre los diferentes grupos. 

Las diferencias de los valores de reducción del MTT, entre cada uno de los 

grupos estimulados y no estimulados, es tan pequeña que podemos pensar que el 

veneno de abejas no tiene efecto sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos 

esplénicos. 
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6.5 Producción de citocinas 

6.5.1. Evaluación de la producción de IL-113 en suero de ratones 

tratados con veneno de abejas. 

Se graficaron Jos datos de la curva estándar de una serie de diluciones de 

la citocina (IL-113). cuyos valores obtenidos fueron línearizados sacando el 

logaritmo base 1 O de las concentraciones de IL-113 de ratón contra el log10 de las 

absorbancias (O.O.), mostrado en la siguiente gráfica, donde r=0.9977, m=0.7141 

y b=-1.5094. 

1.00 

0.75 

) 
o.so o 

r¡> 
~ 0.25 

~ º·ºº B 
f -0.25 

~ -0.50 

-0.75 

-1.00 

Curva patrón de IL-113 

0.5 1.0 1.5 

-ll<-r=0.9977 
m=0.7141 
b=1.5094 

3.0 

(pg/mL) 

-- regresión lineal 

Gráfica No. B. Curva estándar de concentración de la IL-1. los datos graficados son el log 10 de la 

concentración ~S 1'0910 de la abs~rbancia. 
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Una vez graficada la curva estándar, se le buscó el logaritmo a los valores 

de absorbancia obtenidos durante la cuantificación de la interleucina-1, en cada 

una de las muestras de suero de los diferentes grupos de ratones y se interpolaron 

en ella para obtener su concentración. A los valores interpolados se les saca el 

antilogaritmo para obtener un valor real de la concentración de IL-1¡3. En la gráfica 

No.9 podemos observar que los valores más altos de IL-1¡3 corresponden a los 

sueros de los ratones tratados con veneno de abejas a 2.0mg/Kg 

(17.35±3.02pg/mL), y los valores más bajos corresponden al grupo control 

(13.20±2.44pg/mL). Sin embargo, los resultados no muestran cambios 

significativos después del tratamiento con SSI o con - veneno de abejas en 

comparación con los que no recibieron tratamiento. 

25 

20 

::r 
É 15 
en .e: 
=. 

~ 10 

5 

Producción de IL-113 en suero de ratones tratados con 
veneno de abejas a diferentes concentraciones 

Tratamientos 

Gráfica No. 9. Cantidad de IL-1f3 producida en el suero de ratones, que no recibieron tratamiento, 

que fueron inyectados con SSI y veneno de abejas a diferentes concentraciones. 
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1 

Se realizó u n a nálisis de varianza (ANOVA) de un solo factor cuando los 

tamai'los maestrales son desiguales, con un nivel de slgnificancia de p<0.05, 

promediando los datos de la concentración de IL-1 f3 a cada grupo de ratones que 

recibieron los diferentes tratamientos. 

Los resultados se resumen en la siguiente tabla de ANOVA, donde la 

hipótesis nula Ha: µsT = µss1 = µo.s = µ,_o = µ2.o establece que el promedio real de la 

concentración de IL-1 f3 producido en el suero de los ratones es idéntico para los 

cinco tratamientos (con y sin veneno de abejas). contra Ha: al menos dos de las µ, 

son distintas. donde el valor crítico F para la región de rechazo es Fo os, ... is = 3.06. 

Representamos con µ, el promedio real de los valores de la concentración de la 

interleucina-1 f3 (pg/mL) por cada grupo de ratones. 

Fuente de 
1 

Grados de 

11 

Suma de 

11 

Cuadrados f 
variación libertad Cuadrados medios 

Tratamientos 

DCJI 
15.42 

1 

1. 

(entre 

grupos) 

Error (dentro 

1 

15 

11 

128.25 

11 

8.55 

1 
de grupos) 

Total 
11 

19 
11 

189.93 
11 1 

Observamos que f = 1.80 es menor que Fo.o• .•. ,. = 3.06 y por lo tanto la 

hipótesis nula Ha es aceptada, lo que indica que la producción de IL-1[3 entre los 

cinco grupos de ratones es muy similar y no tiene diferencias estadísticamente 

importantes. 

En este caso al nivel de significancia de p<0.05 no se encontró ninguna 

diferencia considerable de la concentración de la IL-1[3 entre ninguno de los 

grupos de animales que recibieron o no tratamiento con veneno de abejas, a pesar 
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de esto observamos que en el tratamiento con veneno de abejas a 2.0mg/kg hay 

una producción un poco mayor de la citocina con respecto a los otros grupos 

tratados con veneno de abejas. No obstante el grupo tratado con solución salina 

isotónica muestra una cantidad similar de producción de IL-1P con respecto al 

grupo tratado con 2.0mg/Kg. 
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6.5.2. Evaluación de la producción de IL-6 en suero de ratones 

tratados con veneno de abejas. 

Al igual que para la cuantificación de JL-1 P. se realizó una curva estándar 

de la IL-6 recombinante murina. haciendo una serie de diluciones de la misma. Los 

valores obtenidos se muestran en la siguiente gráfica. 

6 
I{> 

~ 
~ 
1 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

Curva patrón de IL-6 

~r=1.0000 

m=2~52x10-5 

b=0.1129 

promediados y se muestran en. 1a'gráfié;;.'"l'Jti'.,\1,·:(Úmcle el valor de concentración 

de IL-6 más alto se observa en el grÚ~,; de r~t-ones .. t~~tados con veneno de abejas 
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a O.Smg/Kg (4.81±0.BBng/mL) y el valor de concentración de IL-6 más pequeño 

corresponde al grupo tratado con SSI (0.28±0.16ng/mL). Los resultados en este 

caso muestran que hay una diferencia significativa entre el grupo tratado con 

0.5mg/Kg de veneno de abejas y los demás grupos de animales. 

Producción de IL-6 en el suero de ratones tratados con veneno 
de abejas a diferentes concentraciones 

Tratamientos 

Gráfica No. 11. Cantidad de IL~6 producida en el suero de ratones que no recibieron ningún 

tratamiento. que recibieron tratamiento con SSI y con veneno de abejas a diferentes 

concentraciones. 

Analizamos los datos a través de un análisis de varianza (ANOVA) de un 

solo factor cuando los tamaños muestrales de. cada tratamiento no son iguales 

Sean ~LsT, ¡1ss1, ¡10.s, ¡t1.o y ¡12.0 )os promedios reales d~ la .coricentración de IL-6 

para los cinco grupos de animales, bajo condiciones daci'EI'$,· La hipÓtesis nula es 
,. - ,. " - ' ' . "; .. ~ " - . .. ·-' "1;·-·., 

Ha = ¡1sT = ¡1ss1 = ¡10.s = ¡11.0 = P2.o contra Ha: al menos dos de las· ~11 son distintas, el 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

nivel de significancia es de p<0.05. En este caso el valor critico F para la región de 

rechazo es F 0 .05, "'· 11 = 3.36, basado en I - 1 = 4 grados de libertad en el numerador 

y n - 1 = 16 - 4 = 1 1 grados de libertad en el denominador. Los resultados se 

resumen en la siguiente tabla: 

Fuente de Grados de 

11 

Suma de 

11 

Cuadrados 

11 

f 
variación libertad Cuadrados medios 

1 
Tratamientos 

1 

4 

IDI 
8.055 

ID (entre 

grupos) 

1 

Error (dentro 

1 

11 

11 

2.76 

11 

0.251 

11 
de grupos) 

Total 
11 

15 
11 

34.98 ,, 
11 

Podemos observar en los datos mostrados en la tabla, que f= 32.09, 

siendo mayor que la F de tablas: 

f= 32.09 > 3.36= Fo.••·•·" 
Así se debe . rechazar la hipótesis nula a cualquier nivel razonable de 

significancia; ·hay pruebas convincentes para llegar a la conclusión de que la 

concentración de·.· IL-6 promedio verdadero depende de la concentración del 

veneno de ~b,eja~·q;_,e se administre, por lo que procedemos a continuar el análisis 

aplicando la''.prueba· ;,,edificada de Tukey para hacer una comparación múltiple y 

saber cu.ale~:·~~ las µ 1 son diferentes ente sí. 

El valor. crítico para la distribución del rango estudentizado de tablas es en 

este caso; a.:;;;~,= 4.57 y el cálculo tomando en cuenta los tamaños de muestra 

para los datos de concentración de IL-6, de tal modo que: JsT = 2. Jss1 = 4, J 0.5 = 2, 

J1.o = 4, y J2.o = 4, quedando como sigue: 

J0.251 1 1 
Wsr,ss1= 4.57 · -

2
-(:¡+4» = 1.40; 
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Wsr. o.s = 1.62, Wsr. 1.0 = 1.40, Wsr. 2.0 = 1.40. Wss1. o.5 = 1.40, Wss1, 1.0 = 1.14, 

Wss1, 2.0 = 1.14, Wo.s. 1.0 = 1.40, Wo.5, 2.0 = 1.40, W1.o, 2.0 = 1.14. 

donde Wq es la diferencia mínima significante. 

Ordenamos de manera creciente las medias maestrales correspondientes a 

cada grupo de ratones: 

Xssr 
0.28 

X2.o 
0.41 

.,,Y-1.0 
0.89 

XsT 
1.15 

.,,Yo.s 
4.81 

Para saber si las µ¡ son considerablemente diferentes entre si, restamos 

cada par de las medias muestrales. Como por ejemplo: X ss1-X 2 .0 = 0.13 < 1.14 = 
Wss1. 2.0. se concluye que µss1 y µ2.o no son considerablemente diferentes y asf 

sucesivamente. 

En el esquema de subrayado, se muestra que el grupo de animales 

tratados con veneno de abejas (0.5mg/Kg), parecen diferir en forma significativa 

con los demás grupos, es decir la producción de IL-6 en el suero de ratones 

incrementa de forma significativa cuando estos son tratados con VA a una 

concentración de 0.5 mg/Kg. 

J? sT - ,? o.5 = 3.66 > 1.62 = Wsr. o.s; 

.? sst - X o.5 = 4.53 > 1.40 = Wsst, o.5; 

X o.s - X 1.0 = 3.92 > 1.40 = wo.s. 1.0; 

,? o.s - X 2.0 = 4 .. 39 > 1.40 = Wo.s. zo: 

Mientras que en los ratone.S ·q~~,,--~·¿_'re~{b.i.eron ningún tratamiento, como los 

que recibieron solución salina ls~tóni~~ Y. los que fueron tratados con veneno de 

abejas a 1.0 y 2.0 mg/Kg la producción de IL-6 parece no sufrir ningún incremento 

considerable. 
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. TESIS CON . \ 
F AL!,A t·E OIUGE_!J 

"Ckculo es la existencia, y mal hacemos cuando al querer n1edirta le asignamos la 
muerte y el sepulcro con10 extremos" 

Manuel Acuña 

""No llores por un mundo que lucha, lucha por un mundo que llora" 
AnoniTno 

':41 fin y al cabo, somos lo que hacernos para cambiar lo que somos" 
Eduardo Ga/eano 



VII. DISCUSIÓN 

La utilidad del MTT como un marcador cuantitativo de células viables fue 

probada para determinar la relación entre un número de células viables y Ja 

reducción del MTT a formazán. Los datos obtenidos en la estandarización de la 

técnica de reducción del MTT sugieren que los linfocitos metabolicamente activos 

reducen el MTT al derivado formazán de color morado, haciéndose evidente que 

Ja concentración del mitógeno es importante para la proliferación de los linfocitos. 

sin embargo también es evidente que el metabolismo basal de las células no 

estimuladas reducen el MTT de manera significativa, ya que cuando las células 

son estimuladas el incremento en la reducción del MTT tan solo es un 25% mayor 

en comparación con las células que no fueron estimuladas con la Con-A. Por esta 

razón hay que tener cuidado con la cantidad de Con-A que se utilice. Este hecho 

puede afectar los resultados de la absorbancia delta. dando valores negativos por 

lo que los resultados se analizaron de forma independiente. 

Los valores de absorbancia de las células colocadas en condiciones 

basales fueron mucho más elevados de lo que se esperaba. quizá porque se 

utilizaron todas las células blancas del bazo. es decir un grupo heterogéneo de 

células en lugar de utilizar especificamente ciertas subpoblaciones de linfocitos 

aislados. Por otro lado algo que también pudo influir sobre esos valores basales 

elevados puedo ser el mitógeno utilizado. Tal vez hubiese sido necesario probar 

varios mitógenos y seleccionar al que indujera una mayor proliferación para 

obtener diferencias más grandes entre ambas células (estimuladas y sin 

estimular). 

Se observó que cantidades pequeñas de Con-A (1-4¡1g/mL) no estimulan 

suficientemente a las células para su proliferación. esto se refleja en Jos bajos 

valores de absorbancia a 490 y 630nm (Gráfica No 2). Cuando las lecturas se llevan 

a cabo a una longitud de onda de 630 nm. Jos valores de absorbancia son muy 
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pequeños y al comparar las células basales de las estimuladas podemos ver que 

estas últimas reducen en menor cantidad el MTT. 

A pesar de todas estas diferencias se logró estandarizar una técnica que 

permitiera obtener los resultados óptimos bajo nuestras condicionés d~ trabajo 

experimentales y fue aplicada a Ja evaluación de la linfoproliferación. . ' . . . 

En 1 986 ~ y colaboradores realizaron estudios sobre 'pr¡;liÍ'j~~-ción y ellos 

refieren que en ratones que recibieron cuatro inyeccio~es' ;Gb~6t,ár;·~·a¿·de veneno 

de abejas incrementó de manera significativa la r .. spuesta prclrÍÍe!raí-i;,a'cie- linfocitos 

esplénicos. sin embargo ellos utilizaron una dosi~ muchc:i_,'.,;á~,:-.;11a· que la que se 

utilizó en este trabajo. <95) 

En ese mismo año también se estudio la a¿U~id~dcle la li;,f~p:;~liferacié>n (in 

vitro) por la estimulación del veneno de abejas en un grupo de pacientes·que 'éran 

alérgicos al piquete de abeja y en grupo .de apic;_,ltores, .enc_ontrá..;d,o; ·que ·lcis 

apicultores no tenían una actividad proliferativa aumentada · y -·mostraban 

inhabilidad para producir IL-2 después de la estimulación con veneno de abejas. 

No se encontró mucha información en la literatura con respecto a la 

proliferación de células esplénicas de ratones estimuladas con veneno de abejas. 

pero es probable que la proliferación esté relacionada con la dosis administrada. 

Por esa razón se decidió utilizar un rango alrededor una dosis menor a 2.Smg/kg 

que Sr:;!Jm1s::JJ .. ,_. había recomendado en sus estudios como segura y efectiva en 

ratones. tomando en cuenta que a dosis más altas es tóxico para los animales. De 

acuerdo a los resultados de proliferación linfocitaria. no se encontró relación entre 

la dosis y la proliferación de las células. aunque no quedaría descartado un 

estudio posterior ut~lizando un ~ango más amplio de la dosis de veneno y tiempos 

diferentes de administración para evaluar la relación dosis - respuesta y la LDso, y 

así tener més elementos para una discusión más amplia. 
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En la actualidad existen pocos trabajos cientificos sobre la relación entre el 

veneno de abejas y el sistema inmune. Por lo general, entre estos pocos trabajos 

existen muchas contradicciones con respecto a las respuestas inmunológicas que 

produce el veneno. Por ejemplo, en un trabajo realizado en la Universidad de 

Thessatoniki en Grecia en 1988, 'º''los autores aseguran que la producción de IL-1 

en esplenocitos de ratas tratadas con veneno de abejas incrementa en 

comparación con los niveles normales, sugiriendo que sus resultados mostraban 

que el tratamiento con veneno de abejas afecta la producción de IL-1 directamente 

en los macrófagos. Lo anterior es contrario a los resultados que se obtuvieron en 

el presente trabajo, es decir, no hay diferencia significativa de los niveles de IL-1 ¡3 

en el suero de los animales tratados con veneno de abejas a tres concentraciones 

diferentes (0.5. 1.0 y 2.0mg/Kg) cuando se compara con los grupos control. Sin 

embargo, nuestros resultados muestran una tendencia a que los valores más altos 

de IL-1 correspondan a las dosis más elevadas de veneno. 

Este resultado probablemente se refleja en la baja respuesta proliferativa 

linfocitaria. ya que se sabe que una de las principales funciones de la IL-1 es 

estimular la proliferación de los linfocitos T. principalmente los TH1. "' "' Por otra 

parte, el discreto aumento de la IL-1 después de administrar el veneno de abeja 

también guarda relación con la escasa potencia inflamatoria del veneno y. en 

cierto sentido. explica en parte la falta de efectos adversos en las personas que 

reciben apiterapia como un tratamiento anti-alérgico y/o anti-inflamatorio 

Por otra parte. nuestros resultados apoyan a los datos obtenidos por 

Be.l5ka'""' y colaboradores en 1990, quienes encontraron que hay una supresión de 

la producción de IL-1 in vitro causada por el veneno de abejas, además de la 

reducción de la peroxidación lipídica no enzimática y una probable actividad 

antioxidante relacionada con ~ctividad anti-inflamatoria del veneno de abejas. 

Estos resultados no necesariarD_ente son contradictorios. Los datos mencionados 

por Re.15Ka están nuevamente en favor de la utilidad del uso clínico del veneno y 

sugieren que puede tener otras ventajas (probablemente anti-oxidante) además de 
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sus comprobados efectos anti-inflamatorios. Si el veneno estimulara la producción 

de la IL-1 que es una citocina pro-inflamatoria, entonces seria dificil proponer su 

utilidad conio un medicamento alternativo anti-inflamatorio. Sin embargo, es 

necesario aceptar que las diferencias en los resultados obtenidos por diferentes 

autores también pueden deberse a toda la diversidad de variables que existan en 

las diferentes condiciones experimentales en las que se trabaje, por ejemplo: el 

tipo animales usados en la experimentación. el tipo de polen que toman las abejas 

de las flores. la estación del año, el origen y la potencia del veneno. el método 

para extraer las células, el mitógeno, los tiempos de incubación. las pruebas para 

medir la actividad celular, etc. 

Todo lo antes mencionado puede ser importante para tratar de explicar, el 

efecto anti-inflamatorio del veneno de abejas. ya que como es sabido la IL-1 es 

una citocina pro-inflamatoria y al encontrar baja su producción, se puede proponer 

que las inyecciones de veneno de abeja disminuyen lo efectos inflamatorios. Cabe 

mencionar que también es probable que ese efecto anti-inflamatorio se deba a que 

se encuentren elevados los niveles de glucocorticoides _en el suero de los 

animales tratados con veneno de abejas como lo han reportado ~ y 

colaboradores 11º!". lo que a su vez provoca una inhibición de la síntesis de la JL-1. 

Se ha encontrado que los pacientes con artritis reumatoide tienen elevados 

los niveles de IL-1 y TNFa, los cuales a su vez inducen la síntesis de la proteína 

estimuladora de fosfolipasa-A2. la cual es un importante mediador de la 

generación de eicosanoides. Hay que tener en cuenta que se ha demostrado que 

una fracción purificada del veneno de abejas conbcido como melitina incrementa 

la producción de IL-1 y TNFa de forma dependiente del tiempo y la dosis'"°'. Los 

resultados de este estudio demuestran que la síntesis de la proteína estimuladora 

de fosfolipasa-A2 puede ser inducida por citocinas. pero también esta proteína 

puede regular la síntesis de c1tocinas y así perpetuar la respuesta inflamatoria. Por 

otra parte, no pueden ser los mismos los resultados que se obtienen cuando se 
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inyecta el veneno completo a los que se obtienen cuando se inyecta solamente 

una fracción del mismo. 

A.pesar de t~do. ·algo en .lo que.coinciden muchos investigadores es que el 

veneno completo o' ciertas fracciones del mismo. tienen Un 'efecto sobre el sistema 

inmune ; en I~ produccion ·de .~lgu~~~ citocinas. '" 

Nuestros resultados sugierem' que hay un incremento importante en la 

producción de IL-6 en el suer.o de. los animales que fueron tratados con veneno de 

abejas a una dosis de O.Smg/Kg. · Pero, a pesar de ese incremento significativo en 

la producción de esta cítocína, no hubo un incremento Similar cuando se 

administraron dosis mas elevadas del veneno de abejas. No obstante, JSJ(J(gJJ de la 

Universidad Nacional de Seúl en Corea, al utilizar solamente la fracción soluble en 

agua del veneno de abejas provocó una disminución en los niveles de IL-6 en 

suero de ratas con artritis reumatoide inducida por el adyuvante de Freund, <;>13
1 ya 

que como es sabido en pacientes con esta enfermedad degenerativa, los niveles 

de IL-6 se encuentran elevados. Sin embargo tenemos que tomar en cuenta que 

i;'(_wp.f1 utilizó únicamente una parte del veneno de abejas, con la administración de 

una sola dosis (0.9mg/Kg) vía subcutánea y los niveles de IL-6 fueron 

determinados después de 3 semanas. Así mismo, es necesario considerar que la 

IL-6 es una citocina pleiotrópica que en ciertos procesos fisiológicos y/o 

patológicos puede actuar como una citocina pro-inflamatoria, mientras que en 

otros su actividad resulta claramente anti-inflamatoria. 

Otros investigadores han encontrado elevados los niveles de TNF-a e IL-6 

en animales inyectados con veneno de la serpiente Bathrops jararaca iw• y, en el 

suero de pacientes picados con el escorpión Tityus serrulatus. 11001 encontraron 

elevados los niveles de TNF-a, IL-113, IL-6 e IL-8, sugiriendo que las 

manifestaciones fisiopatológicas del envenenamiento son mediadas en parte por 

las citocinas. Pero conviene considerar que también la respuesta anti-veneno del 
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organismo puede estar mediada por citocinas con efectos antagónicos a las 

primeras. 

Se ha publicado que el veneno de abejas incrementa los niveles de 

glucocorticoides en humanos 11091
, es probable que esto se deba a la IL-6, ya que 

ella puede actuar como citocina anti-inflamatoria y reducir la producción de otras 

citocinas pro- inflamatorias, así mismo inducir la producción de glucocorticoides, 

suprimir la actividad de macrófagos y aumentar la producción de moléculas de 

adhesión. •991 La IL-6 puede actuar directamente sobre el hipotálamo y estimular 

no solamente Jos centras que controlan la temperatura corporal sino también los 

que estimulan una activación del eje hipotalámico-hipofisiario-adrenal. Se han 

reportado varios traba1os donde se muestra que el veneno de abejas tiene efectos 

anti-inflamatorios. P:> 
3

::- _q, En el presente trabajo se muestra que Ja administración 

del veneno de abejas puede incrementar los niveles de IL-6 en suero, esto podría 

explicar los efectos anti-inflamatorios que han sido descritos en la apiterapia anti­

alérgica y en otras enfennedades crónicas como la artritis reumat.oide. 

En un estudio realizado por~ y colaboradores .1281 sé encontró que la 

administración del veneno de abejas en ratas con artritis inducida por adyuvantes, 

suprimía signif1canten1ente la artritis y la expresión· del g-en· que-: irld~Ce_·-fá .. a~1-
glucoproteina ácida (AGP) en la fase aguda hepática .debido a la IL~G. IL~1 y el 

TNFu. lo cual es un eiemplo del mecanismo por el cual el veneno. de ~abejas· ejerce 

su efecto anti-inflamatorio. Además, esos resultados. cor:ifirman que la 

respuesta a las inyecciones de veneno de abejas inVolucrárl' defiriitivamente la 

respuesta del sistema inmune. 

El incremento de IL-6 después de la administración de ve_neno de abejas a 

una dosis baja de 0.5 mg/Kg, durante cuatro semanas, no es una prueba de que el 

veneno de abejas tenga actividad ar:iti-inflamatoria. Nuestro trabajo no utilizó 

animales con reacciones inflamatorias. Naturalmente, este resultado únicamente 

muestra un incremento en los niveles de IL-6. Sin embargo. cuando los animales 
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se trataron con veneno de abejas a 1.0 y 2.0mg/Kg no se observaron cambios 

significativos de esta interleucina en comparación con los grupos de animales 

controles, es decir, los que se trataron con solución salina isotónica y los que no 

recibieron ningún tratamiento. Este hecho puede significar que el incremento de 

los niveles de IL-6 depende de que la concentración de la apitoxina tenga un nivel 

óptimo. Lo mismo podemos pensar cuando proponemos una modulación de la 

respuesta inflamatoria a través del sistema neuroendócrino. No cualquier dosis es 

efectiva. Por todo esto pensamos que la importancia de la IL-6 radica en el hecho 

de que es un potente estimulador de la hipófisis, que a su vez incrementa la 

síntesis de ACTH que estimula las adrenales y eleva la síntesis de 

glucocorticoides. los cuales inhiben la expresión de los genes que codifican para la 

IL-1 e IL-6. Pero no se deben olvidar todas las otras actividades biológicas de 

esta citocina pleiotrópica. Además, cualquier aumento en los niveles de 

corticosteriodes es un factor que retroalimenta negativamente la producción de IL-

6, ya que, al unirse a su receptor y formar un complejo que penetra al núcleo de 

las células, Jos glucocortico1des restringen Ja producción de la IL-6. 

A pesar de que no hicimos una evaluación de Jos perfiles de citocina.s de 

uno u otro tipo de respuestas (T H1 o T H2). es importante mencionar que el veneno 

de abejas puede inducir un cambio en los peñiles de citocinas cambiando· la 

respuesta de T H2 a T H 1. Estos cambios en Jos patrones de citocinas se han 

mostrado en pacientes alérgicos al veneno de abejas que recibieron apiterapia, lo 

que sugiere que el veneno de abejas tiene efectos directos sobre las células T. 001 

184
) Pero no necesariamente esos cambios en las subpoblaciones de linfocitos T H 

implican un cambio paralelo en los indices de linfoproliferación. 

La inmunoterapia induce cambios inmunorregulatorios en pacientes 

alérgicos al veneno de abejas o de avispas. encontrándose incrementos en la IL-

1 o e JFNy, Jo que indica que Ja inmunoterapia induce un rapido cam.bio en Ja 

expresión de citocinas de TH2 a TH1. asi como la inducción de la citocina 

inmunosupresora IL-10. la cual puede ser importante para limitar el daño potencial 
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producido por las respuestas TH1 especificas al alergeno. Los cambios descritos 

en la expresión de citocinas pueden ser responsables del incremento de lgG4 

específicas del antígeno y a disminución de lgE. Altas cantidades del alergeno 

administradas durante la inmunoterapia generan preferencialmente citocinas - del 

tipo TH1 y anticuerpos lgG4 en las· células B de memoria. l
1041 Jnvestig_aciones 

recientes han demostrado que la supresión de las células T por la IL-10 en 

procesos activos depende de la expresión y participación de CD28. 1104 10n 

Una citocina que favorece el tipo de respuesta TH1 es la IL-12, ya que 

suprime la respuesta TH2 incluyendo la síntesis de lgE y que depende a su vez de 

la JL-4. '""' En el presente trabajo no medimos la cantidad de IL-12 en el suero de 

ratones; sin embargo. recientes experimentos muestran que hay una producción 

elevada por los macrófagos peritoneales de ratones tratados con veneno de 

abejas a 1.0 mg/Kg. 'º' Se sabe que es una citocina anti- inflamatoria y que incluso 

juega un papel importante en la terapia contra el cáncer. 11™1 Estos otros resultados 

confirman que el veneno de abejas afecta la producción de citocinas y puede por 

lo tanto influir sobre la evolución de enfermedades con síntomas que dependen de 

una sobreproducción de algunas clases de citocinas. 

En 1996, fue publicado un articulo en donde se midieron los perfiles de 

citocinas 1n vitro en células mononucleares de sangre periférica utilizando 

fitohemaglutinina como mitógeno. en pacientes alérgicos al veneno de abejas. 

Estas personas habian sido previamente tratadas con inmunoterapia alergeno­

específica y en ellas se encontró que la respuesta al alergeno en los pacientes 

alérgicos fue predominantemente de naturaleza T .,2, con niveles altos de IL-4, IL-

5. IL-6 e IL-1 O y niveles bajos de INF-,., mientras que los pacientes control 

mostraron una respuesta predominantemente TH1 con altos niveles de IFNy, IL-2 y 

TNFa.-"º31 La producción de IL-6 esta relacionada con un tipo de respuesta TH2 y 

los resultados de este estudio apoyan este hecho. Sin embargo en otros estudios 

se ha demostrado que en pacientes alérgicos al veneno de abejas que recibieron 

107 



inmunoterapia hay un cambio rapido en el tipo de respuesta hacia T H1, pero no 

fue evaluada la producción de IL-6. ºº'· 11>4
) 

En cambio, en un estudio realizado entre apicultores por t!J!J.aj/g en 1998, •40
• 

se encontró que la sensibilización al veneno de abejas y las reacciones sistémicas 

es común entre ellos, se evaluaron tas subpoblaciones de linfocitos de sangre 

periférica, lgE e lgG. Se encontró que en los apicultores sensibilizados, 

asintométicos dominó una respuesta de tipo T H2 en comparación con los sujetos 

alérgicos y que las lgG's especificas están correlacionadas directamente con el 

grado de exposición al veneno de abejas. 

Nuestros resultados coinciden parcialmente con algunos estudios 

realizados, pero no podemos compararlos puesto que todos fueron realizados bajó 

condiciones experimentales completamente distintas y los patrones de citocinas 

evaluados no fueron los mismos, ni tampoco los objetivos de cada uno deÍ". los 

trabajos mencionados. Sin embrago todos esos resultados nos sirven. cOmá 
referencia para darnos cuenta de la complejidad de la reacciones inmunolÓgic.,',;\ 

tomarlas en consideración para futuras investigaciones. 

Algunos investigadores 1 lo:.. '
061 han utilizado únicamente ci-ertas frac~iOñe's 

del veneno de abejas. por ejemplo la fosfolipasa A2. la cual representa "el principal 

alergeno del veneno de abejas. &gi_s y colaboradores en 1 g88, '"''" realizarán 

estudios utilizando diferentes variantes conformacionales y estructurales de Ja 

fosfolipasa-A2. en individuos que no eran alérgicos. pero que fueron sensibilizados 

con piquetes del veneno de abejas. Ellos encontraron que la molécula que tiene 

una estructura tridimensional correctamente plegada mostraba una alta afinidad a 

los fosfolipidos de la membrana y era reconocida por los anticuerpos de los 

pacientes alérgicos al piquete de abejas, induciendo una alta producción de IL-4, 

IL-5 e IL-13 en las células mononucleares de sangre periférica, en contraste con la 

fosfolipasa-A2 desnaturalizada (no tiene una estructura tridimensional 

correctamente plegada) que indujo una alta producción de INFy e IL-2. asi como 
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una mayor respuesta proliferativa. Las células B presentadoras de antígeno 

solamente reconocen la conformación natural de la fosfolipasa-A2 y estimulan las 

citocinas de tipo TH2 e inducen anticuerpos lgE. Así mismo. la fosfolipasa-A2 no­

plegada es reconocida exclusivamente por los monocitos e inducen 

predominantemente las citocinas de tipo TH1 que a su vez induc~n la producc:=:ión 

de lgG4 por las células B. 

. -··-.· •, · ... 
De alguna forma la tolerancia inmunológica en· la ·inmunoterapia 'alergeno-

especifica puede ser una consecuencia de la disminución de i:::ito~in_él~'ci~_u¡:i,;,·_.]..;2 
o un incremento en las citocinas de tipo T H1, mientras que. c.Ua:nd-0'·. riéi''. e'>CisÍ0 tal 

tolerancia la respuesta inmunológica es de tipo TH2. Aunqi;é·:e;-,:/~~to~_úÍU;,.,os. 
estudios mencionados no se han evaluado los niveles d~:;:_.fl_:~5·.:::·~~:,!:·1L~~··. ::~-~ria 
interesante en el futuro realizar la evaluación y cuantifica~ió~·,:d~~-¡-~5,,·p·~t-~On~~- d~·. 
citocinas de ambos tipos de respuestas (TH1 y TH2) tanto in vivo."como ín viÚo bajo 

diferentes condiciones experimentales. los niveles de glu".ocorticoides, ACTH. 

prostaglandinas. etc .. en animales con artritis reumatoide. ir'!duCida (~ cualq~-ier 
otra enfermedad inflamatoria) y en animales sanos para poder tener un panorama, 

mas amplio de cómo es que el veneno de abejas tiene, tanto efectos inflamatorios 

como anti-inflamatorios y al mismo tiempo tratar de descifrar los mecanismos por 

los cuales actúa. Por otro lado, también seria interesante hacer lo· mismo pero· 

con cada fracción que compone el veneno de abejas. para saber exactamente 

cuales son los componentes que, en base a sus efectos biológicos nos puedan 

servir para buscar analogos que ayuden a combatir este tipo de enfermedade,; en 

el humano. 
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~-r"~~~-rn o~~ I TFSIS CON 1 

"Hay hombres que luchan un d1á y son buenos. Hay otros que luchan un año y son 
mejores. Hay quienes luchan muchos años y son muy buenos. Pero hay los que 

· luchan toda la vida: esos son los imprescindibles" 
· Bertolt Brecht 

''La n1oderacidn es otra de las palabras que les gusta usar a los agentes de la 
colonia. 

Son moderados todos los que tienen miedo o todos los que piensan traicionar de 
alguna forma. 

El pueblo no es de ninguna manera moderado" 
Ernesto .. Che"'Guevara 

'*'len5a..fe '1 las Juventudes, 28 de Julio de ~960 
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VIII. CONCLUSIONES 

1. Al estandarizar la técnica de la reducción del MTT. los valores óptimos 

obtenidos en nuestras condiciones de trabajo fueron Spg/mL de Con-A para 

estimular los linfocitos cultivados y 490nm como longitud de onda para realizar 

las lecturas calorimétricas. 

2. Después q~e los ratones sanos CD-1, maduros de tres meses de edad fueron 

inyectados por vía subcutanea con tres dosis diferentes (0.5, 1 ,o y 2.0mg/kg de 

peso) de veneno de abejas, no hubo cambios significativos en Ja respuesta 

proliferativa de los linfocitos esplénicos que fueron estimulados in vitro con la 

Con-A. 

3. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la concentración de IL-1 

en el suero de sangre periférica de ratones sanos CD-1, machos de tres meses 

de edad, después de la administración subcutánea de veneno de abejas a las 

dosis mencionadas, cada tercer día durante un mes de tratamiento, cuando se 

comparan con los niveles de IL-1 evaluados en los grupos de ratones control 

que no recibieron ningún tratamiento y los que fueron tratados con solución 

salina isotónica. 

4. En cambio cuando se administró el veneno de abejas a una dosis de 0.5 

mg/Kg, se encontró que la ·concentración de la ll-6 incrementó 

significativamente en el suero de sangre p~~iférica de los rátones mencionados 

anteriormente, no así cuando a·dministrarrms 'veneno de .abejas a 1.0 y 2.0 

mg/Kg. 

5. El resultado anterior sugiere· qÚe · 1a administración subcutánea de veneno de 

abejas puede influir .en ·;_a. pr6ducCiÓ~ d~ ·cit~Cinas p~-~~infl:~maÍori.~s. 
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"Pensar es f'ácil. Actuar es difiéil. Actuar conrorme se piensa es lo mas complicado. " 
Goet"he 

"El peor analf'abeto es el polltico. 
El no ve, no habla, no participa de los acontecimientos pol/t:icos. 

El no sabe que el costo de vida, el precio del pescado, de la harina, del alquiler, del 
calzado o e remedio, dependen de decisiones pollt:icas. 

El analf'abeto pol/tico es tan burro que se enorgullece e hincha el pecho diciendo 
que odia la polltica. No sabe, ql imbécil, que de su ignorancia polltica nace la 

prostituta, el menor abandonado, el asaltante y el peor de los bandidos, que es el 
pol/tico corrupto y lacayo de las empresas nacionales y multinacionales" 

Bertolt" Brechl' 
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... por que la universidad es eso, un universo de pensanuentos que aprenden a convivir, que no a 
sucumbir, unos con otros . 

.. No vendré yo a decirles lo que significa llevar ese nombre sobre el pecho. 
Ustedes lo saben bien porque lo llevan con dignidad. Ese escudo, no es sólo la pertenencia a una 

casa de estudios superiores, es también una marca que provocara orgullo o vergüenza en quien lo 
porta, dependiendo del lugar que en el mañana se ocupe. 

Nosotros quienes somo_<; el color de la tierra, pensamos que la mejorforma de asomarse al mañana 
es mirando hacia abajo. 

Nuestros más antiguos nos enseñaron que la verdad suele buscar su nido pegado al suelo, y que la 
nJentira busca las alturas para así saberse impune y poderosa. 

En la tierra que crece haCJa arrtba, arnba está el poder del dmero y abajo está qUJen sobre su 
espalda sostiene las torres y sin embargo, debe conrormarse con recoger las sobras y las basuras 

que de lo alto vienen. 
Abajo está el que son1os color de la tierra, el mdigena, el obrero, el can1pesino, el empleado, el 

maestro, el estudiante, el arna de casaJ el colono, el intelectual el artista, el religioso, el 
homosexual la lesbiana, el desernpleado, el Joven el hombre, la mu.1er, el anetano, el niño. . 

.. . A los estudiantes y estudiantes queren1os pedirles que estudien y luchen. Que sin de.1ar de luchar 
ternunen sus estudios. Que se vayan de la universidad, que no se queden en ella, con todo y ser 

universa/, es lin11tada. Que allá aruera hay también otro universo y son necesarios y necesarias ahi 
para que luchen a111: Que allá afuera estamos nosotros y rnuchos otros como nosotros, que con 

nosotros tienen un lugar y no un nún1ero. Que no hagan de la juventud que tienen el pretexto para 
intentar hegen1onizar y homogenizar al otro alumno, al otro proresor, alo otro trabajador, al otro 

direrente. 

A los proresores y proresoras, a los mvestigadores e mvestigadoras: Les queremos pedir que 
enseñen a aprender. Que vean y enseñen a ver todo, mcluyéndonos a nosotros, con esp/ntu critico 
y cientffico. Que enseñen y se enseñen a ver al otro, porque verlo es respetarlo, y respetar al otro 

es respetarse a uno n11Smo. Que no pernutan que su traba.10 de docencia e investigación sea tazado 
según la lógica n1ercanttl, donde importa el volumen de cuartillas y no los conocimientos que se 

producen, donde sólo vale la firn1a al pie del desplegado en apoyo al señor rector, donde el criterio 
para que un proyecto tenga presupuesto es el número de horas invertido en audiencias y cortejos a 

runcionanos gnses y analrabetas. Que no hagan del saber un poder que pretenda hegemonizar y 
homogeneizar al otro proresor, al ot10 mvesttgador, al otro alumno, al otro trabajador. 

A los trabaJadores y trabaJadoras: Quere111os pedirles que recuerden que ustedes escnbieron antes 
páginas glonosas en la lucna por me;ores condiCtones laborales. Que no olviden que rueron eJernplo 

de solldandad con las causas .1ustas en México y en el mundo. Que, ustedes lo saben mejor que 
nosotro.!>-, hagan n1en1ona y vean que el /Jbro de su h1stona no ha llegado· a la página final todavi'a. 

A todos los umverslfano:-: y unwers1tanas: Que nunca de.ten de mirar hacia abajoJ que no dejen de 
buscar un niño, que no de.ten de buscar ni de encontrar un mañana que, como tal, será colectivo o 

no será ... 



X. SOLUCIONES Y REACTIVOS 

Solución hemolizante 

Solución A: 

. ..... 0.83g NH4CI (0.16M) .. 

H20 destilada. . .... 100MI 

Solución B: 

Tris Base (0.17M) ......................................... ··' ................... 2.06g 

H20 destilada .................. ·:······· ....................................... '". 100mL 

Tomar 8 partes de la solución A y mezclarlas con 2 partes de la solución B. 

Ajustar el pH a 7.2..,. 7.4· 

Esterilizar por filtra6iÓn ,;;,,;_, membrana y guardar. a 2-8 ºC hasta su uso. 
. ' ' ' ': -:.~-..·_, 

Veneno 'éfe ab,ejas liofilizado (Sigma- Aldrich) ...... ........................ 2.0mg 

Solución sa.lina. isotónica, estéril. .......................... .. . ... 5.0mL 

La solución .se.filtra 'a través de una membrana de nylon estéril, con poro de 

0.22pm en una campana de flujo laminar y se guarda en alícuotas de 1.0mL en 

tubos eppendorff estériles a -20ºC hasta su uso. 
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Solución salina isotónica 

NaCI (Baker) ........ ..............................•......•...••....•......•.•.••... 0.85g 

H20 destilada .................................................••...............•..• 100mL 

Esterilizar por filtración con una membrana con poro de 0.22µm y guardar a 2-8 ºC 

hasta su uso. 

Medio de cultivo suplementado 

suero bovino fetal (Gibco) .............•...•...•.••....•.••••••... : .••.••...•••• 10.0 ml. 

(lnaclivado a 56°C, durante 30 minutos) 

Amortiguador HEPES (Gibco) ........•.....•.••.•....... ;;; ••..... ; .• -; •.. ~:.o .. 0.5mL 

Aminoácidos no esenciales (Gibco) ............... ." .. ;:~ ..••. :,.':;:·.;···.-·'·· 1_.0niL 

Antibióticos ( Gibco) ..................••.............•..••.•.•••....••.•..... ·;; ••.. _1_.0~L. 

(Penicilina G sódica 10, OOOU/mL sulfato de 10, 000~1g/mL y anfoterlclna .B 

25 µg/mL) 

Agregar todo lo anterior a 87.5mL de medio de cultivo RPMI 1640 con rojo de fenol 

y glutamina (Gibco), bajo condiciones de esterilidad. 

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X 

Na2HP0 •..........................................................................•. 2.1689g 

NaH2PO •......................................................................•..••.• 0.26459 

NaCI. ..........................................................................•...••. 9.00009 

H 20 destilada .........•..................................................•..•...... 1 L 

Ajustar el pH a 7.2 - 7.4 

Esterilizar por filtración con una membrana con poro de 0.22µm y guardar a 2-8 ºC 

hasta su uso. 
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Solución del MTT 

Bromuro de 3-(4, ~imetiltlazol-2-il}-2, 5 difeniltetrazollo {MTT) ...... 5.0mg 

El MTT se disuelve en 1.0mL de solución amortiguadora de fosfatos {PBS) 10X, 

para obtener una concentración de 5mg/mL. Para esterilizar, se pasa a través de 

una membrana de 0.22~tm y se guarda en un tubo eppendorff protegido de la luz 

con papel aluminio a 2-BºC hasta su uso. 

Solución del mitógeno Con-A 

Concanavalina A ................................................................... 5.0mg 

(Canava/ia ensiformis) 

Medio RPMI suplementado, estéril ............................................ 5.0mL 

Esterilizar por filtración con una membrana con poro de 0.22µm, vaciar en tubos 

eppendorff estériles · eri ·alfcuotas de 0.5mL y guardar en congelación a -20 ºC 

hasta su uso. 

Solución dé. PBS/B.SA·a·l 1% con Tween-20 (PBS/BSA/Tween) 
-:,:~.:'.~~::.;\,- :~,'.'}:'k' '. :,\~'-:.:, 

Albúmi.na séricii 0.tbi/i~a:'.' ........... : .. ~ .......................................... 1.0g 

Tween-2ocó.5o/o}'.<;'.!L':;::;.L:., ................................................. 0.5mL 

PBS estéril pH·;,;7:2·: 7 • .<L ......................... : ............................ 100mL 

Preparar el di~ de su ~so y mantener a 2-8 ºC. 

Solución PBS/BSA al 3°/a 

Albúmina sérica bovina ......... : ................................................. 3.0g 

PBS estéril pH = 7.2 - 7.4 ........................................................ 100mL 

Preparar el día de su uso y mantener a 2-8 ºC. 
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Citocinas recombinantes y anticuerpos monoclonales para ELISA. 

La IL-1 se determinó utilizando como anticuerpo de captura un anticuerpo 

policlonal especifico para IL-113 de ratón (PART 890407, R&D Systems, 

Minneapolis) y 100mL un anticuerpo policlonal especifico conjugado concentrado 

(PART 890000, R&D Systems, Minneapolis) contra IL-113 de ratón para la 

detección y para la curva estándar se utilizo IL-113 recombinante (PART 890256, 

R&D Systems, Minneapolis). la cual se reconstituye con SmL de un diluyente 

calibrado (RDST). Se hacen diluciones seriadas .desde SOOpg/mL hasta 7.8pg/mL. 

La IL-6 se midió utilizando como anticuerpo··:de captura, 2µg/mL del 

anticuerpo de rata (mAb) lgG1 (MP5-20F3, PharMingen, San Diego California) y 

como anticuerpo de detección 1 mg/mL del mAb JgG2a. de rata biotinilado (MP5-

32C 11, PharMingen, San Diego California) ambos. dirigidos contra IL-6 de ratón. 

La IL-6 recombinante de ratón (19252V, PharMingen, San Diego California) fue 

usada para obtener la curva estándar en diluciones seriadas 2X, de.sde 2000 hasta 

15pg/mL. 
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