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A, El problema de la contaminacién de alimentos por hongos,

Los dafios que sufren los alimentos por la accién de distin-
tos agentes (insectos, &caros, roedores y hongos) representan una
gran pérdida econdmica tanto en paises desarrollados como en aquellos
en vias de desarrollo. Se estima que los hongos son responsables de
la mitad de estas pérdidas (44).

Los esfuerzos por obtener semillas seleccionadas para cul;ivo,
asi como el mejoramiento de las técnicas de cultivo y el uso de ferti-
lizantes resultan estériles si, después de la cosecha los productos
se deterioran.,

La mayoria de los productos almacenados son susceptibles a la
contaminacion por hongos. La leche en polvo preparada y almacenada en
malas condiciones es blanco fécil para el establecimiento de Aspergi-

1lus y Penicillium. Los productos lacteos como la crema y la mantequi-

1lla también son descompuestos por los mohos (8) asi como las frutas
y verduras que sufren danos durante sﬁ cosecha, almacenamiento y
transporte (15).

Los hongos producen cambios en la apariencia del alimento en que
crecen, asl como en sus propiedades nutricionales y ademds modifican

las cualidades organolépticas (43).

1. Contaminacidn de granos por hongos.
Los granos y semillas constituyen un substrato muy favorable para

el desarrollo de hongos que causan multiples dafios, entre los que se



encuentran la reduccién del poder germinativo, el enegrecimiento
total o parcial de los granos y semillas, calentamiento y hedor asi
como la produccidén de toxinas, que al ser ingeridas pueden ser dafiinas
al hombre y a animales domésticos. Todos estos cambios pueden ocurrir
sin que los hongos responsables sean visibles a simple vista (12).'

Los principeles factores que favorecen el desarrollo de los hon-
gogs son la humedad y la temperatura. Por lo tanto, si los granos se
cosechan con un alto contenido de humedad y no son secados, sufren un
ridpido deterioro por causa de hongos e insectos. Por otro lado, si los
granos son secados pero almacenados en lugare;'hﬁmedos, gradualmente
ganan humedad y son susceptibles a la contaminacién por mohos. Debidé
a esto es necesario contar con una buena infraestructura después de
la cosecha: equipo de secado y de aereacidn, almacenes en los que se
pucde controlar humedad y temperatura, personal capacitado y trans-
porte eficiente (44).

El Programa Nacional de Alimentos sefald que en 1983 se perdid
un 107 de cosecha de granos por deficiencias en esta infraestructura
(44).

La magnitud de las pérdidas varia de pais a pals pero constituye
un gran problema econémico en todo el mundo. Por otro lado, el consumo
de toxinas filingicas sintetizadas por los mohos que contaminan 1los
granos representa un gran problema de salud, fenbmeno que en México
no se ha estudiado profundamente, por lo que se'desconoce su real

magnitud (44).



B, Micotoxinas,

Varios autores han acordado definir en forma precisa a las mico-
toxinas como aquellos metabolitos zootdxicos (exotoxinas) producidos
por mohos en alimentos consumidos por el hombre y/o animales, estable-
ciendo la difecrencia con las endotoxinas que son sintetizadas por hon-

gos venenosos que parasitan a las plantas (43),

1. Historia.
La presencia de estos metabolitos flingicos se demostré cuando se
aislaron e identificaron como los agentes causantes de la "enfermedad
X" de los pavos en Inglaterra en 1960. Estos animales hablan' sido

alimentados con cacahuates contaminados con Asperpillus flavus que

producia una toxina a la cual se 1lamé aflatoxina (12).

Se han identificado muchas clases de aflatoxinas y se sabe que
son capaces de inhibir la sintesis de DNA insertindose en la doble
hélice, asl como de interferir en la siﬁteis de RNA y de proteinas
(23).

Las aflatoxinas han mostrado tener propiedades carcinogénicas ya
que _al alimentar ratas con una dieta que contenia aflatoxinas se
observé la aparicién de carcinomas hepatocelulares en la mayoria de
estos animales (45). También se encontraron carcinomas primarios de
higado en truchas que consumieron alimento contamiqado con aflatoxinas
(65).

La intoxicacién con aflatoxinas puede pasar de los animales al



hombre debido al consumo de productos como la leche., Se ha descrito
que el ganado lechero, al consumir glimento contaminado con aflatoxi-
nas las metaboliza y sus derivados; aldn téxicos como la aflatoxina M,
son excretados en la leche (12).

Las aflatoxinas han sido ampliamente estudiadas y "se estima que
por lo ménos 15 millones de dolares se han gastado en investigaciones
solamente en aflatoxinas durante un periodo de ménos de diez aiios
(1962-~1971). Es muy probable que otras micotoxinas sean tan prevalen-
tes y tan potencialmente peligrosas como las aflatoxinas y sin embargo
es de dudarsc que en ese mismo periodo se haya dedicado mis del 5% de
esa cantidad en el estudio de todas las demis micotoxinas" (12),

Estos estudios se han ampliado en los Gltimos diez afios y se ha
identificado al grupo de los tricotccenos como agentes responsablesg

de algunas micotoxicosis,
C. Tricotecenos.,

1. Biosintesis.,

Los tricotecenos son metabolitos secundarios de los hongos toxi-
génicos. Se producen y se liberan después de que el micelio se ha
establecido en el sustrato (43),

El esqueleto de los tricotecenos estd constituido por 3 moléculas
de 4cido mevalénico. Para su formacibn se’cicliza el pirofosfato de

farnesil dando origen a un intermediario tricodieno que luego forma

un dihidroxitricodieno que da lugar al tricoteceno (3).



Los tricotecenos constituyen una familia de compuestos sesquiter-
penoides estructuralmente relacionados, con una doble ligadura entre

las posiciones €9 y Cl10 y un grupo epdxido en Cl12 y C13,

2, llongos productores de tricoteccnos.
los tricoteccnos son sintetizados por varios géneros de hongos

filamentosos: Fusarium Myrothoeciun Trichoderma Stachybotrys
|} ] ’ L

Cephalosporium y Verticimonosporum, siendo el género Fusarium el mas

importunte productor de estas toxinas (61).

Las especies lusarium roseum y Fusarium trincitum destacan por

la nita foxicidad de sus metabolitos y por la cantidad que producen
con respecto a olras especies (31). [Fstos mohos se caracterizan por
tener escasas macroconidias que son pequefias, oblongadas, fusoides y
pediceladas, ocasionalmente forman clamidosporas intercaladas, Crecen
entre 5 y 25°C y la produccidén de toxinas se intensifica cuando la
temperatura oscila entre O y 5°C. La obscuridad favorcce la biosinte-
sis de metabolitos mds tdxicos. Se ha demostrado que la cebada es el
mejor substrato para estos hongos y la toxicidad de sus metabolitos

es mayor cuando se comparan con el trigo y el mijo (31).

3. Clasificacién.
Hasta 1983, se han aislado 68 tricotecenos, algunos de éstos
identificados en extractos de cultivo de hongos de los géneros pro-
ductores y otros ais;ados de granos contaminados (3). Las caracteris-

A

ticas estructurales de estas moléculas permiticron clasificarlas en



cuatro grupos (615:

Clase A que abarca a los tricotecenos hidroxi- y acicloxi-
substituidos, Comprehdc'34 metabolitos siendo los mis importaﬁtes:
Tricodermol, Tricodermina
T-2 Tetraol, Diaceltoxyscirpenol

Verrucarol, Neosolaniol, T-2 Toxina

HT-2 Toxina y Tricoverina,

Todos estos tricotecenos tienen en comiin la estructura presentada
arriba, pero difieren en los residuos (Rl a R5) lo que les conficre

algunas diferencias en sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas,

Clase B que agrupa a los tricotecenos 8-cctoderiviados, Compenen
a este grupo 12 toxinas:

Tricotelona, Tricotecina, Nivalenol

--R! Fusarenon-X, 4-Desoxinivalenol,

4,15-Diacetilnivalenol y

7- Desoxinivalenol.
3 R2

La clase C agrupa 17 derivados macrociclicos. Algunos de estos -
son:

Verrucarinas A, BB, J va

Roridinas A, D, H, Ji'y"K“f 

Satratoxinas G y I,
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En la clase D se encuentran los derivados 7,8-epoxi- de 1los
cuales se han identificado 5 tricotecenos:
Crotocol, Crotocina,

7,8-Epoxiisoridina E

7,8-Epoxiroridina H y

Diepoxiroridina I,

4, Deteccidn de tricotecenos.

La T~2 toxina, como la mayoria de los tricotecenos, es un agente
irritante de la piel que produce inflamacidn y necrdsis de la dermis
48 horas después de su aplicacidn. Esta propiedad ha sido ampliamente
aprovechada para buscar toxinas en granos sospechosos y en extractos
de cultivos (14).

Se cuenta, ademis, con otros métodos para su identificacidén como
gson el andlisis por cromatografia dec gases y de capa fina, asi como
de técnicas polarogréificas (3). También hay métodos inmunoquimicos de
anidlisis que usan sucro de conejo obtenidé mediante la inmunizacidn
de estos animales con la toxina conjugada a alblmina sérica bovina
(13). Este suero pucde ser usado en radioinmunoensayos y en técnicas
inmunoenzimaticas para cuantificar la toxina problema en granos, le-

che, orina, suero y tejidos animales (37,38).

5. Tricotecenos de importancia.
Ademas de la T-2 toxina, que se revisard mis adelante, merece ser

mencionada la zearalenona por su potencial estrogénico. Fste tricote-



|
|
ceno es un derivado macrociclico (Gpo. €) que es producido por varias

especies de Fusarium que se desarrollan en el maiz. Los puercos que
son alimentados con el grano contaminado presentan hipertrofia de la

vulva con prolapso vaginal, en la hembra. Si éstas estan prefadas,
v

generalmente abortan. Los machos into%icados sufren antrofia de los
testiculos y crecimiento de las gléndul%s mamarias, Esta accién de la
zearalenona ha impulsado a investigar sh posible uso como anticoncep-
tivo (12,63).

También se identificd otro derivado macrociclico como el agente
responsable de la Stachybotriotoxicosié. KEsta enfermedad se reportd

por primera vez cn la Unidn Soviética cuando muchos caballos murieron

después de consumir paja mohosa., Ll moho relacionado es otachybotrys

atra, Los animales intoxicados presentaron hemorragias en mucosas,
|

leucopenia, anemia y diarrea. [Lsta micotoxicosis estd ampliamente

distribuida en Huropa, Asia y el sur de Africa (3).

D, T-2 Toxina.

1. Micotoxicosis asociadas.

La T-2 toxina es el tricoteceno gue aparece reportado con mis

frecuencia como agente causal de las m#cotoxicosis en las cuales csti

! ,
involucrado el género Fusarium. A continuacidén se describen algunas
|

de estas toxicosis:

La toxicosis del maiz mohoso rep#esenta un problema recurrente

|

. 1
en el medio Oeste de los Estados Unidos. Los sintomas que presentan



los animales intoxicados son lesiones hemorrigicas en el higado, esté-

mago, pulmones, corazbn, vejiga, rifién e intestino. Del maiz que con-

sumian los animales enfermos sc logrd aislar e identificar a la T-2

toxina (29).

La T-2 toxina y el deoxinivalenol o vomitotoxina, presentes en
granos, han sido reportados como factores que inducen el vémito y pro-
vocan rechazo del alimento por parte de los animales consumidores (3).

La Aleucia Tdxica Alimentaria (ATA) que se presentd en la Unibdn
Soviética durante los ailos de la posguerra (1945-1949) se asocid al
consumo de granos mohosos que fueron cosechados después del invierno,
 Los rasgos clinicos de esta enfermedad se han dividido on 4 estadios:
- Primer estadio, Se presenta inflamacibén de la mucosa gas-

trica e intestinal scguida de vémitos, diarrea y dolor
abdominal,

-~ Scgundo estadio. Ocurren alteraciones en el sistema hema-
topoyético y en el linfoide, caracterizados por leucopenia
progresiva, anemia y trombocitopenia,

- Tercer estadio, Aparccen petequias en el tronco y extremi-
dades, llay 4reas nccrbéticas en las mucosas con hemorragias
e infecciones asociadas. La cuenta de leucocitos disminuye
hasta en un 95%. Los pacientes mueren a consecuencia de
las infecciones o por asfixia debido al agrandamiento de
nédulos linféticos cervicales, lo que les-impide respirar,
Se han observado trastornos neuroldgicos durante el desa-

rrollo de la enfermedad.
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~ Cuarto estadio. Algunos autores no lo consideran ya que
es la etapa de convalescencia y recuperacién de los pa-
cientes que sobreviven. Los efectos de las toxinas son
reversibles por lo que los sintomas desaparecen si se deja
de consumir el alimento contaminado (31).

También se ha reportado la presencia de la T-2 toxina y otros
tricotecenos en la "lluvia amarilla", Este término se le dié a un pol-
vo amarillo que era liberado de las municiones utilizadas en las gue-
rras de Laos y Kampuchea. Las personas expucstas a este polvo sufrian

disneua, nauscas, hcmorragias. en mucosas, asfixia, shock y muerte (3).

2, Propiedades quimicas y fisicas.
La T-2 toxina es un tricoteceno hidroxi-substituido (Clase A) y

su estructura quimica es la siguiente:

Q," : rﬁii_____--.H
co (Ré g
H h}z

c CH OA
(RS)& 3 ¢ (R2)

OA¢
H(CH
(CHz)2 (R3)

P.Mo = 466-5 g/mol
Nombre quimico:

8 o¢~(3-metilbutiriloxi)-4B,15 diacetoxyscierp-9-en-3 «ol.
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El punto de fusién de este compuesto es de 150-1512C y tienc una
rotacidn especifica de =509 (43).

El residuo isobutiril (R5) en la molécula contribuye a que la
T~2 toxina tenga una naturaleza lipofilica lo que le confiere una ma-
yor actividad con respecto a otros tricotecenos que carecen de este
residuo, Esta propiedad la hace més soluble en las membranas celulares
y por lo tanto tan activa a bajas concentraciones (59). Ls soluble en
diosolventes orglnicos modcradamente polares como el mectanol, etanbl,
acetato de etilo y dimetil-sulfdxido. Es muy cstable en un intervalo
amplio de temperaturas: resiste tempcraturas cercanas a los 02C hasta

temperatruas de coccién de los granos (2, 56).

3. Metabolismo.

La T-2 toxina es metabolizada por esterasas de los microsomas
hepiticos, La molécula sufre una desacetilacidén en el sustituyente R2
dando- lugar a la HT-2 toxina (47). Sin embargo, este cambio no ¢s con-
siderado como una detoxificacidén ya que se¢ ha comparado la toxicidad

de ambos metabolitos obtcniendosc los siguientes datos:

T-2  IIT-

DL

50 ©n ratén por via intraperitoncal (mg/kg) 5,2;5

Inhibicién de sint. de prot. en reticulocitos (pg/ml) 0.03

Cuando la T-2 toxina es administrada por via intravenosa su vida

media en el plasma es de 5 minutos, encontrandose después niveles
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tantovQQ£T—%;c§mq:60,HT-2‘toxina (63).

‘Sifidtieélﬁoxinaimarcada con tritio se inocula por via intrape-
ritoheﬁiicn ratas 'y se sigue su ruta de cxcrecién, se encuentra que
el‘SO%;dé‘]a ddsis de toxina administrada y su metabolito (lIT-2) estén
cn las héccs y ¢l 10% en orina durante las primeras 24 horas. Cuando
sé administrhfora}mchte,rtambién son las heces la principal ruta de

excreci

Lfectos iddpimi§os de 1la 1-2 toxina,

1. lnhibiciéﬁ de la sintesis de proteinas.

Se han hecho varios estudios en funcibén de la estructura de la
T-2 toxina, relacionindola con su actividad inhibitoria de la sinte-
sis protéica en células eucaridticas.,

La T-2 toxina causa una rdpida desagregacién de los polirriboso-
mas, interfiriendo asi en la iniciacidén de la sintesis de proteinas
y bloqueando la reaccidn catalizada por la pepetidil transferasa (10).
La presencia de un substituyentc que contenga oxigeno en la posicién
R2 es primbrdial para llevar a cabo una inhibicién efectiva de la
actividad de esta fnzima (5). Se ha demostrado que el grupo 12,13-
epoxi- es esencial para que se lleve a cabo la inhilicién de la sinte-
sis de proteinas (4). La reduccién del doble enlace entre C9 y Cl0

provoca una disminucién hasta del 807 en la toxicidad del compuesto

(3).
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2, Inhibicidén de la sintesis de DNA,

Ademas del efecto tan ampliamente investigado sobre la sintesis
de proteinas, se ha cntontrado inhibicién en la sintesis de DNA en
sistemas de células tumorales cultivadas 'in vitro'. La inhibiciédn
de la sintesis del DNA es probablemente una consecuencia secundaria

de la inhibicién de la sintesis protefca (62).

3. Inhibicién de la respiracién mitocondrial,

Se ha demostrado que la T-2 toxina cs capaz de inhibir en un 407
el consumo de oxigeno en mitocondrias proveniéntes de higados de ratas
tratadas (48). Sin embargo, las dbsis requeridas para producir estos
efectos son cinco veces mayores que las necesarias para inhibir la
sintesis de protefnas y producir la nwerte de células cultivadas 'in

vitro' (3).
F, Efectos fisiolégicos de la T-2 toxina.

1. Actividad carcinogénica,

Se ha investigado el potencial carcinogénico de la toxina trhpun-
do ratas intragastricamente con ddsis de 0.2 a 4 mg/kg (DL50 por esta
via en ratas es de 3.8 mg/kg). En los animales sobrevivientes se
encontraron cambios neoplasicos en células escamosas y glandulares del
estémago, duodeno, islotes pancredticos, cerebro y pituitaria. Nunca
se observaron tumores en el higado (54), El efecto de la T-2 toxina
sobre las células del sistema linfoide (Ver Secciédn I.F'.6) puede ex~

plicar la incidencia de tumores en animales tratados,
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Sin embargo, reportes no publicados de Frayssinet describen
experimentos en que ratones "desnudos" tratados durante varios meses

con T-2 toxina no desarrollaron ningln tipo de neoplasia.

2, Efectos teratopénicos.,

La inyeccién de T-2 toxina, marcada con tritio, en ratas prefiadas
demostré que este metnbolito es capaz de cruzar la placenta. La toxina
fué encontrada en clevada concentracién en el timo del animal recién
nacido, donde parece acumularse (30). Las malformaciones rcsultantes
son anomalias en cola y extremidades en los casos en que la madre fué
inyectada con T-2 toxina el dia 10 de gestacidn (57).

La adicidén de T-2 toxina a la dieta de las gallinas provoca re-
duccién en la produccién de hueves, éstos con los cascarones mis del-

gados, ademis de una alta proporcién de embriones muertos (006).

3. Efectos hematolégicos.

El sindrome hcmorrdgico, la anemia y leucopenia que se producen
en las intoxicaciones con cesta micotoxina y otros tricotecenos ha
motivado la investigacion de los efcctos de estos metabolitos sobre
los parametros hematolégicos. Estos estudios, hechos en diversos ani-
males de experimentacién (ratones, ratas, conejos, gatos), muestran
solamente pequeiias variaciones de susceptibilidad de especie a espe-
cie.

Los animales que han sido tratados con désis subletales de T-2

toxina muestran un breve periodo de leucocitosis con linfocitosis
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relativa unas 3 horas después de la administracidn. Después de 2%
horas se encontrd solo un 10 a 207 de leucocitos con respecto a los
animales control (53). La ancmia, en general, es transitoria alin cuan-
do se siga administrando T-2 toxina (3),

Los factores humorales y celulares de la coagulacién también se
ven afectados por la T-2 toxina. Los niveles de tromboplastina, pro-
trombina, fibrindgeno y d¢ los factores VII y X de la congulacidén se
ven reducidos hasta en un 607, Asi mismo se ha descrito un aumento en
los tiempos de protrombina y parcial de tromboplastina en animales
tratados con T-2 toxina (3). Se ha postulado que estos efcctos pueden .
ser consecuencia de la inhibicién de la sintesis de proteinas que
ocurre en el higado,

Los estudios hechos 'in vitro' acerca de los efectos de la T-2
toxina sobre plaquetas muestran una disminucidén en su contenido de

calcio, asi como una marcada reduccién en su capacidad de agreparse

(67).

4, Alteraciones ncurolégicas.
La adicién de T-2 toxina a la dieta de pollos provoca disturbios
neurolégicos como posturas anormales y rcflejos reducidos. La cuanti-
ficacidén de los niveles de dopamina y norepinefrina cercbrales sugiere'

que la T-2 toxina pudiera tener un efecto inhibitorio sobre la conver-

si6n de dopamina a norepinefrina (11).
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5. Diarrea.

La administracién oral de T-2 toxina en ratones produce edema
de la mucosa y citdlisis del epitelio gdstrico. En el duodeno y yeyuno
también hay muerte celular y edema en las vellosidades (38). [Lstos
efectos, ademas de la mayor permcabilidad de los vdsos sanguineos,
conducen a la salida del plasma a la luz intestinal lo quec explica la
diarrea que se observa cen pacientes con ATA, La diarrea también se

observa cuando la T-2 toxina es administrada intraperitonealmente,

6. Efectos de la T-2 toxina sobre la respuesta inmune.

La actividad inmunosupresora de la T-2 toxina constituye uno de
los efectos mads importantes en el desarrollo de las toxicosis causadas
por esta micotoxina. Los darios sobre el tejido linfoide son mis pro-
nunciadas durante la fase aguda de la intoxicacidn.

Los experimentos en que se trataron ratones con extractos crudos
de Tusarium o con T-2 toxina mostraron que ambos eran capaces de cau-
sar una reduccién dcl peso del timo asi como inhibir la respuesta
humoral a eritrocitos de carncro. La reduccidn del peso del timo se
traduce en un aumento de linfocitos circulantes en las primeras horas
después de iniciado el tratamiento, seguido de una leucopenia que pre-
valece a lo largo de éste. L1 efecto sobre la sintesis de anticuerpos
depende de la ddésis de toxina administrada y es reversible, ya que
desaparecc 6 dias después de heberse suspendido. el tratamiento,
También se ha demostrado que el tiempo para que se lleve a cabo el

rechazo de un aloinjerto de piel es significativamente mis prolongado
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en animales tratados con T-2 toxina, lo que indica una reduccién en
la respuesta inmunc mediada por linfocitos T (49).

En cambio, la respuesta inmune murina a antigenos T-independien-
tes (poli-vinil-pirrolidina y dinitro-fenil-ficoll) después de un tra-
tamiento con T-2 toxina no se encuentra inhibida. Las células de bazo
de los ratones tratados mostraron una respuesta significativamente
mayor a la de los controles, Se postula que este efecto ocurre por una
alteracidén en la funcidén de linfocitos T-supresores o de alguna otra
subpoblacién de linfocitos T (50),

En ratones que fucron tratados con T-2 toxina, se investigd la
respuesta a mitdgenos por parte de células de bazo y de timo. La esti-
mulacién tanto de linfocitos T como de linfocitos B se encontré inhi-
bida en forma reversible (35). También se ha reportado inhibicidn de
la sinteéis de protefnas y de DNA en células de bazo murinas estimu-

ladas con fitohemaglutinina (51).
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Para determinar si la T-2 toxina ejerce una actividad espec{fica
sobre la respuesta inmune T-dependiente, es necesario estudiar el
efecto de esta toxina sobre cada una de las poblaciones que constitu-

yen el aparato inmunolégico.

La reaccién de hipersensibilidad tipo retardado es mediada por
linfocitos T. Se investigard el efecto de la T-2 toxina sobre la

reaccion de sensibilizacién por contacto usando DNFB como antigeno.

La exposicion de la piel del animal a un agente quimico irritante
como lo es el DNFB nos permitird también investigar los procesos de
cicatrizacibén y de regeneracidén tisular en ratones tratados con T-2

toxina y compararlos con los controles.

Se estudiaran los efectos de la T-2 toxina sobre los macrdfagos.
Estos constituyen una parte intégral del sistema inmune, funcionandd
como células accesorias en la presentacién del antigeno, como células
efectoras y como células reguladoras de la respuesta inmune,

Estos efectos sobre las funciones y actividades de los macrdéfagos

se investigardn administrando la toxina 'in vive' o 'in vitro',
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A. Preparacién de la T-2 toxina.

La T-2 toxina (Sigma, ver anexo) fue disuelta en dos disolvehtes
segln se uséra:

-~ Para experimentos en los cuales se estudid el efecto 'in
vitro', se disolvid la T-2 toxina a una concentracién de 1 mg/ml en
dimetil-sulfdxido (DMSO). A partir de esta solucidén se rcalizaron
diluciones sucésivas cn DMSO y en medio de cultivo, de tal manera que
la concentracién final de DMSO no excediera el 1%.

- Cuando la T-2 toxina fué administrada 'in vivo', esta se
disolvié en etanol absoluto para ser diluida posteriormente cbniéoJu—
cién salina amortiguada con fosfatos (0.15M NaCl;rlmM.foéqugé;ipH;
7.4) (8SAF). De este modo sc obtuvo una solucidn dc‘T-Z'toxigaipqya

concentracién fue de 200 ug/ml cn etanol al 6% cn SSAF,
B. Medios de cultivo.

El medio de cultivo utilizado para el mantenimicnto 'in vitro'
de los macréfagos fué RPMI 1040 adicionado con 2 g de bicarbonato de
sodio por litro. Lste medio fuc suplementado con:

[

Concentracibén final

Suero fetal bovino 15%
Glutamina 2 M
Piruvato de sodio 1mM
AminoAcidos no csenciales 1mM
Penicilina 100 U/ml

Estreptomicina 100 ug/ml.
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D. Cultivo de macrdfagos.

1. Obtencidn de macréfagos de la cavidad peritoneal del
raton, ~
Las células de la cavidad peritoncal de los ratones CD-1 se obtu~
vieron por medio de un lavado de dicha cavidad serosa con 8 ml . de
SSAF. Las células se centrifugaron a 400 g por 8 minutos y se lavaronk7
2 veces con SSAF. Se resuspendicron en 5-10 ml de mudio’de cultivo

RPMI y se tomd una alicuota de 0,05n) para contarlas,
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2. Conteo de células.,

La alfcuota con las células fue tefiida con el colorante vital
azul tripano (0.08%) para observar su viabilidad, Una fraccidn de ésta
suspensién se colocd en el hematocitdmetro (cdmaro de Neubauer) y se
conté el nilmero de células en el cuadro central (dividido en 25 cua-
dros). Se cmpled la siguiente ecuacién para calcular cl nlmero de
células en 1 ml de la suspensidn inicials

No. de células/ml = N x D x 10000
Donde: N es el nimero de células contadas en 105~25 cuadros
del cuadro central.
D es ol factor de dilucién resultante de mezclar
| volimencs iguales de 1la susponsién celular y dc
azul tripano.
10000 es el factor resultante dec considerar el volu-

men del cuadro central de la camara (30).

3. Condiciones de cultivo,
Las células s¢ resuspendicron a la concentracion dusénd#y(vnriu’
seplin el experimento) y se colocaron en placas con pozos de 10 mm,‘en
cajas de Petri de 35 mm, cn nicroplacas de cultivo o con tubos de
cultivo,
Las células sc incubaron a 372C cn atmosfera hiomeda, 74 002 (con-
diciones de cultivo) durante 2 horas. Despuls de ceste perfodo, las
células no adherentcs se eliminaron mediante dos lavados con SSAI

(37°C) y un lavado mis con medio de cultivo (34),
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E. Caracteristicas de los Macréfagos.

1. Células adherentes.

Con el objetivo de conocer el porcentaje de células que no se
adhieren y que sc adhieren a la superficie de la placa de cultivo, se
colectaron los lavados que se realizan después de las dos primeras
horas de incubacién. Se concentraron las células por centrifugacién
y se contaron en la clmara de Neubauer. Se puede calcular asi el por-
centaje de células no adherentes:

% de células no adherentes = No. de células no adherentes x 100
No. de células totales

Con este dato se puede calcular el porcentje de células adheren-

tes: % células adherentes = 100% - % células no adherentes.

2, Tincién citoquimica.

La esterasa no especifica es el rasgo citoquimico mas caracte-

ristico de los monocitos y macrdfapos. (atalizan recciones del tipo:
R-COO-R + 1120———->R-c00u + R-OH

Lés células adheridas a cajas de Petri o a cubreobjetos se proba-
ron para la reaccidn citoquimica de csta enzima.

Las preparaciones de cllulas adherentes, sin fijar, se incubaron
durante 40 minutos a temperatura ambiente con la solucién de substrato
que consiste en x-naftil acetato al 6.257 y 5-cloro-u-toluidina dia-
zotado al 0,06254 disueltos en solucién amortiguadéra de fosfatos 0,.1M

pH = 7,3 y agua destilada (1:1).
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La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

0-§:C n
_"' Ha.o-_') “ +' CH;"'CB"OH
o~ naftil acetato «- naftol ac. acético
_ on [=Y W ¢
CHy =]
T ? 3]

Cl

- naftol 5-cloro-o-toluidina Precipitado color rojo

Las preparaciones se lavaron con agua destilada y se incubaron
por 2 minutos con verde de metilo como colorante de contraste, Se la-

varon otra vez con apua y se observaron en el microscopio de 1luz

G8).

F. Efecto de la T-2 toxina sobre la actividad biolégica de

macréfagos.

Para estudiar las efectos que produce la T-2 toxina 'in vitro',
se incubaron las células adherentes durante 24 horas, después de las
cuales se les agregaron diferentes dosis de T-2 toxina para incubarlas
24 horas més, El intervalo de désis de toxina fue de 0.125 a 5.0ng/ml.

Se incluyeron controles donde se afiadié el DMSO a la concentracidn
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utilizada y pozos con células sin disolvente y sin toxina. Después de
este periodo adicional, las células se prepararon segin la actividad
que se fuera a determinar,

Para estudiar el efecto que tiene.la T-2 toxina cuando se admi-
nistra 'in vivo', se inocularon ratones con la solucién etanbdlica de
T-2 toxina, Las désis variaron de 0.5 a 1.0 mg/kg y se aplicaron du-
rante cinco dias consecutivos por via intraperitoneal (ip), sacrifi-
cando a los animales el sexto dia. Se obtuvo el exudado peritoneal y
se separaron las células adherentes para su ensayo., Se incluyeron

controles a los cuales solo se les aplicd el disolvente de la toxina.
G. Actividad enzimitica.

Para estas pruebas, 1 x 106 macrdfagos/ml se purificaron y se
cultivaron en placas de 24 pozos (16 mm de didmetro).

Las células cultivadas durante 24 horas con T-2 toxina o aquellas
provenientes de ratones tratados se prepararon para determinar los
niveles intracelulares de la enzima citoplasmitica lactato deshidro-
genasa (Lactato NAD-oxidorreductasa E C 1.1,1.27) y de la enzima liso-
somal B-glucuronidasa (B-D glucurdnido-glucuronhidroldsa E C 3.2,1,31)
(16).

El medio se retird de las plécas de cultivo sin desprender a las
células y fué substituido por 1 ml del detergente no-idnico Tritbn X
100 al 0.05% en SSAF. Las placas con las células sé someticron a pro-

cesos de congelacién (~709%C) y descongelacién (37°C) para liberar las
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_enzimas de las membranas citoplasmitica y lisosomal, El lisado celu-

lar fue ensayado inmediatamente para determinar su contenido enzimi-

tico ( 3100

1, Lactato deshidrogenasa (LDH).
Esta enzima cataliza la reduccién del piruvato por el nicotin-

adenin-dinuclebtido (NADHZ):

' \
%!-J?NL ?,'TJNm
\ C
¢ +NRH—— | t+ NRD
CH, Cy
‘Piruvato de sodio Lactato de sodio

Para valorar esta enzima, el lisado celular fue ensayado de
acuerdo al protocolo de los reactivos Merck-1-Test para la evaluacidn
clinica de LDH en suero. Ll NADII2 liofilizado fue reconstituido con
la solucién de piruvato de sodio 0.6mM en amortiguador de fosfatos
50 mM pH = 7.5 (379C), para obtener una concentracidén final de 0.18
mM. Esta solucién se pasb a una celda del espeétrofotémetro a la cual
se agregaron 0,10 ml del lisado celular., Se mezcld y se introdujé en
el espectrofotbémetro tomandose la lectura de la absorbancia a 340 nm
durante 3 minutos consecutivos, haciendo una lectura cada minuto, Se
determina la velocidad de produccién de NAD, misma que es proporcional
a la cantidad de enzima presente en la muestrh,

La actividad de la enzima se evaludé en unidades internacionales

(U) por litro (L) donde una U de enzima es la cantidad necesaria de
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esta para transformar 1 umol de sustrato en un minuto. Se puede obte-
ner la actividad por volumen utilizando la siguicnte ecuacidn:

Actividad/volumen = A/min x 4921 U/L,

2, p-Glucuronidasa,
La enzima lisosomal pB-glucuronidasa hidroliza glucurdnidos con-
Jjugadoss

p-D-glucurénido + H,0————> Alcohol + Ac.—D—glucurénicp

Esta enzima fué evaluada‘poniendo en contacto 0,20 ml del lisado
celular con 1 ml del substrato p-nitrofenil-B-D-glucurénido (0.01M)
en solucién amortiguadora de acetatos 0.1M, pH = 4,5. Después de 4
horas de incubacién a 37°C, se mide la liberacidén de p-nitrofenol,
afiadiendo 4 ml de hidréxido de sodio 0,025M, E1 p-nitrofenol liberado,
_del substrato es un indicador dcido-base cuyo pll de vire es 7.5 te-
niendo color amarillo en soluciones con pH mayores que este. Su con-
centracién se puede determinar leyendo la absorbancia de la mezcla de
reaccidén a 405 nm cn un cspectrofotdmetro y comparando su actividad
con ayuda de una curva patrdén de p-nitrofenol en un intervalo de con-
centrtaciones de 5 a 50 nmol/ml (34).

La reaccidén de hidrdlisis que se lleva a cabo es la sipuicnte:

O rem 2

p-nitrofenll-B-D—glucuronldo p-nltrofenol Ac .-D-glucurdnico



27

H, Generacidn del anidn superdxido.

Los macréfagos (3 x 106m1) tratados 'in vivo' o 'in vitro' sé
dejaron adherir a cajas de Petri de 35 mm de didmetro.

El anién superéxido (02-) es producido a partir de la reduccidn
del oxigeno y constituye, junto con el perbxido de hidrbgeno (HZOZ)'
uno de los metabolitos microbicidas nas eficientcé (19).

Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

Enzima responsable

0, + le” —— 02" NADP-oxidasa
202- + ait —d O2 + HZOZ Superbéxido~-dismutasa
21-1202 —d 2H20 + 02 Peroxidasa

La liberacién del anidén superdxido se determind por un método
modificado del descrito por Johnston (33):

El medio de cultivo se retira y es substituido por 1.5 ml de una
solucibén que conticne 300 pg de ferr;citocromo ¢ (Tipo VI) en RPMI sin
rojo de fenol y 50 pg de zymosan en 0,15 ml de suero fetal bovino. Las
células se incubaron durante dos horas mds, en condicioncs de cultivo,
Después de este periodo, se transfirid la mezcla o tubos de ensaye,
los cuales se centrifugaron a 1200 g durante 15 minutos para sedimen-
tar el zymosan.

Se incluyeron en los controles células a las cuales se les agre-
garon 60 pg de superdxido-dismutasa (Superdxido-reductasa EC 1,15,1.1)

para inhibir la reduccién del citocromo ¢ por el superdxido., Se usaron



como blancos cajas sin células que contenian la mezcla de reaccibn.

La absorbancia del sobrenadante se leyd a 550 nm en un espectro-
fotémetro y, la concentracién de citocromo ¢ reducido se determina
utilizando la ecuacidn obtenida por Massey (42) que indica la diferen~
cia entre los coeficientes de absortividad molar entre el citocromo

¢ reducido y el oxidado: = 2,1 x 104 vt et

. R . 14
I, Incorporacién de aminodcidos marcados con (* C).

Se determiné la capacidad para incorporar aminodcidos marcados
radioactivamente por parte de macréfagos peritonecales de ratbén que se
incubaron durante 24 horas con T-2 toxina.

Durante las &ltimas 6 horas de incubacibén sc agreparon a cada
pozo 0.1 pCi de aminodcidos (NEN, 296 mCi/mmol). Al terminar el pe-
riodo de incubacidn sc retird cl medio de cultivo y las células adhe-
ridas a la placa se lavaron 4 veces con SSAF para eliminar la marca
no incorporada. Las células sc lisaron con 1 ml de Tritén X 100 (Ver
seccién TIT.G) y 0.5 ml de este lisado fueron transferidos a tubos de
ensaye donde se precipitaron las proteinas con Acido tricloroacético
al 10%., Los tubos sc dejaron reposar durante 15 minutos en frio (49C)
y se centrifugaron durante 15 minutos a 1200 g. Ll sobrenadante se
eliminé y el precipitado se resuspendid en 13 ml de liquido de cente-
l1leo (Insta-Gel) para contar la radioactividad 1incorporada, en un
contador beta,

vLa fraccién restante (0.5 ml) del lisado celular fué usada para
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determinar su contenido de proteinas, por el método de Lowry.
J. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry (41).

La reaccidén para la determinacién de protelnas se lleva a cabo
en dos pasos; en el primero, ocurre la reaccidén de Cu (II) con la
proteina. Se ha calculado que se une un Atomo de cobre a la proteina
por cada 8 residuos de aminoAcidos. En el segundo paso de la reaccibn
ocurre la reduccién del complejo Cu-proteina por parte del Acido
fosfomolibdico.

Los homogenados celulares, obtenidos en cada uno de los experi-
mentos anteriores se procesaron para la determinacidn de proteinas.

Se tomd una alicuota de 0.40 ml de cada lisado celular y sc hizo
reaccionar con 4 ml del reactivo’A’(éulfato de cobre pentahidratado
al 0.027, tartrato de sodio y potasib al 0,027 disuletos en carbonato
de sodio al 27 en hidrdxido de sodioc 0.1M), Se incubd durante 10 minu-
tos a temperatura ambiente, Después de este periodo de tiempo se agre-
garon 0,4 ml del reactivo B (reactivo de Folin-Ciocaltcutagua, 1:1)
agitando inmediatamente. Se incubaron los tubos durante 20 minutos a
temperatura ambiente y sc leyd ‘la absorbancia a 595 nm,

Para cadé serié_dc determinaciones se elaboré un curva patrdn
usando albdmina sérica bovina, en un intervalo de concentraciones de
10 a 100 ug/ml en el cual la relacién proteina:absorbancia es dirccta-
mente proporcional, El blnncb de reactivos consistié en 4 ml del

reactivo A mas 0.4 ml del reactivo B,
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K. Actividad citotdxica contra células tumorales.

Se estudid la actividad citotéxica de macréfagos peritoneales de

ratones C57B1/6J (H-Zb), tratados con diferentes désis de T-2 toxina,
en contra del mastocitoma P815 (H—2d). Con este modelo se investig6'
también el efecto de la T-2 toxina cuando se administra 'in vitro' a

macréfagos "armados" (39).

1. Linca tumoral,

La linea tumoral P815 c¢s un mastocitoma con haplotipo H—2d que -
crece cn forma de ascitis en la cavidad peritoneal de raéones singéni-
cos DBA/2 (H-Zd). Las células tumorales se cosechan del liquido asci-
tico de estos ratoncs y se lavan 3 veces con SSAF centrifugando a 400g
durante 10 minutos., Posteriormente se resuspenden en 25-30 ml de SSAF
y se cuentan (Ver seccidon TIT.D.2). Se ajusta la concentracidén de cé-
lulas a 2 x 10’ céiulas/ml y se inoculan 0.5 ml por via ip a ratones

de la misma cepa: El .transplante se realiza semanalmente,

2. Obfencién de macréfagos "armados",

Se inmynizaron 4 grupos de ratones (4 ratones/grupo) de la cepa
C57B1/6J con 2.5 x 10’ células P81S. Las células se inoculuron por via
ip en un volumen de 0.5 ml de SSAF, Seis dias despuls de la inmuniza-
cién, 3 grupos se inocularon con distintas désis de T-2 toxina (0.5
a 1.0 mg/kg/26h). El cuarto zrupo se inoculd con ¢l disolvente., El

grupo control negativo consistid en ratones sin inmunizar ¢ inoculados
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con el disolvente,

El tratamiento con'tdxina se'ilevé a cabo durante los siguientes
cinco dias, después de los cuales sc sacrificaron a los animales para
obtencr el exudado pcritbﬁeal. Los macréfapos (2 x 105) se dejaron
adherir a la supcffigié.dg‘1asimicrop1acas de cultivo y después de 2
horas de incdbaciéd $é!1av5f6ﬁ;§éra,eliminar las células no adherentes

(Ver seccidn III;E,I);*l

Para estudiar 01-éfétéd"in‘Vitrb'{dé l;1toi1;a §§bre la-activi;
dad citotdxica de los maéréfagbs se 6S£ﬁ§6?éilé¥ududo peritoneal de
‘ratones C57B1/6J y 1las célulasfadherente? se ‘incubaron con diferentes
dbsis de T-2 toxina durante 2 horas. Después de éste periodo se reti-
raron 0,05ml del medio de cultivo que se sustituyeron por la suspen-
sidn de células blanco.

Las células P815 que se'emplearon como blanco fucron cosechadas
de la cavidad peritoneal de ratones DBA/Z y lavadas como se indicd
anteriormente, Sc contaron en la cdmara de Neubauer y 2 x 1()6 células
se resuspendieron en 0.8 ml de RPMI completo al que se le agregaron

0.2 ml de NaSl

CrOa (Amersham, 10-35 pCi/mol) y se incubaron durante
60 minutos en condiciones de cultivo. Posteriormente se lavaron 4
veces con SSAF para climinar el cromo no incorporado. Las células P815
marcadas (2 x 104) se pusieron en contacto con células adherentes y
se incubaron durante 4 horas en condiciones de cultivo, Sc incluyeron

~

controles en que solo se cultivaron células blanco marcadas con cl fin

de determinar la liberacidn espontineca.

Después del periodo de incubacién indicadq,éié#ﬂblacas se centri-
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fugaron a 600 g por espacio de 15 minutos. Se tomd una alicuota de
0,10 ml del sobrenadante de cada pozo y cadauna de estas alicuotas
fué transferida a un tubo de cnsaye para contarse en un contador
gamma, La cantidad de 51Cr liberado es proporcional a la citélisis
que sufren las células blanco.,

La liberacién especifica es debida a la accibén de los macrébfagos
sobre las células blanco y se calculd con la ecuacidn que se presenta

a continuacion:

% lisis especifica = L exp - L esp
100 - L esp

Donde:
L exp es la liberacidén experimental de las células
blanco en presencia de células adhcrentes,

L esp es la liberacién esponténea de 510r (22),
L. Fagocitosis de bacterias.

Se investigd el efecto de la T-2 toxina sobre la capacidad fago-
citica de macréfagos peritoneales nmurinos. Para llevar a cabo este
objetivo, se hicieron prucbas de fapgocitosis con bacterias opsoniza-

das.

1, Bacterias,

Se empleé Salmonclla typhi que fué mantenida en cultivo en el

medio BHI (Brain & ileart Infusion).

Las bacterias que fueron usadas en la prueba de fagocitosis
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fueron opsonizadas con suero humano normal., Se incubaron 0.3 ml de un

cultivo de 24 horas con 0.4 ml de suero a 379C dursnte 30 minutos,

2, Macréfagos.

Las células fagociticas se obtienen de la cavidad peritoneal de
ratones CD-1 tratados con T-2 toxina (0,75 mg/kg/24h) durante cinco
d{as consccutivos. 1 exudado peritoneal se obtuvo el sexto dia para
realizar la prucba de fagocitosis, E1 grupo control consistid en rato-
nes inoculados con el disolvente. Las células (7 x 106) se resuspen-
dieron en 2 ml de solucidén salina de Tarle suplementada con gelatina
(172). La gelatina se utiliza para proteger a los microorganismos dc
los efectos bactericidas de la solucién salina de Farle.

La suspensidén de bacterias opsonisadas (5 x 106) se anadid a cada
tubo que contenia células fagociticas. Se incluyd un tubo control con
bacterias sin células. Los tubos sec incubaron durante 2 horas en con-
diciones de cultivo con agitacidn continua. Una alicuota de 0.5 ml se
tomé de cada tubo a distintos tiempos (0, 30, 60 y 120 minutos) y se
afiadié a un tubo que contenia 1.5 ml de solucidén de larle (4°C) para
detener la fagocitosis. los tubos se centrifugaron por 4 minutos a
110 g para sedimentar las células; las bacterias no fagocitadas queda-
ron en el sobrenadante. Se hicieron diluciones sucesivas de este so-

brenadante en solucidn salina isoténica (0,15 NaCl). Una alicuota de -

0.3 ml fue tomada de la dilucibén mis alta y se distribuyé homogenea- .

mente en una caja de Petri. A esta se agregd el medio agar nutritivo

(45%C) y se dejo solidificar. Las cajas de Petri se incuhmrQﬁ;durthe ff
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24 horas a 37°C; después dc este periodo se cont6 el nimero de colo-
nias en cada caja con ayuda de un cuenta colonias, Con estc dato se
puede calcular el nilmero de bacterias viables en el sobrenadante y
comparar la capacidad fagocitica de los macrdfagos provenicntes de

ratones tratados con respecto a los controles (24).
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M. Estudio del efecto de la T-2 toxina sobre la reaccidn de

Hipersensibilidad de Tipo Retardado (lITR).

La sensibilizacidn por contacto (SC) es una forma de hipersensi-
bilidad tipo retardado que se observa poniendo a animales en contacto
con el antigeno a través de una exposicién cuténea. Los compuestos
quimicos altamente rcactivos como el trinitroclorobenceno (TNCB) o
dinitrofluorobenceno (DNFB) son dtiles en esta prueba ya que se uncn
covalentemente a proteinas de la piel y originan neoantigenos. Los
animales son subsecuentemente retados cn ¢l cojinete de la pata o en
la oreja 7 a 15 dias después del brimer contacto, obscrvﬁndose una

respuesta inflamatoria 24 a 48 horas después en la zona del recto (20).
1. Animales,
Se emplearon hembras BALB/c'dé 4 a 6 semanas de edad, de 18 a

20 g de peso.

2. Sensibilizacibén con el antigceno,

El antigeno utilizado, 2,4-DNFB fue diluido en una mezclﬁigde;p,; g

acctona:aceite de oliva (1:1). La concentracién final del antigeno

de 10 mg/ml.,
. Ll esquema de sensibilizacidén seguido fue el siguiente:

Dia 1: aplicacién cuténea de 0,04 ml del antipeno en la cara

externa de la oreja derccha del animal.

o-fue .-
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Dia 14: Reto, mediante la aplicacién de 0.015 ml de la solu~
cién del antigeno que fue aplicada cn la oreja

izqulerda.

Oreja derecha Aifa de medicidn

~ Oreja izquierda 40 pl. Dia 1
15 pl. Dia 14 (%7 v
N :

R’

VLa reaccidén de IITR se manifiesﬁa éomo un proceso inflamaﬁofio muy
acentuado que se¢ puede evaluar midiendo el incremento en el grosor de
la orcja retada con cl antigeno. Esta medicidén se realizd 48 horas
después del reto con ayuda de un micrémetro. Fl incremento en el gro-
sor de la oreja se obticne restando el grosor de la oreja de los ra-
tones control negativo del grosor de la oreja de los ratones en expe-
rimentacidn.

Cuatro grupos de ratonecs §4 ratones/grupo) sensibilizados con el
antigeno, fuecron tratados con diferentes dbésis de T-2 toxina (0.5-
1.5 mg/kg/24h) durante los 16 dias subsecuentes a la sensibilizacidn.
Se incluyd un grupo control positivo al cual sc le aplicd el antigeno
y un grupo control negativo al éual se le aplicd cl disolvente (aceto-
na:aceite de oliva). Ninguno de estos ratones fueron tratados con
T-2 toxina.

Después de medir el grosor de la oreja, los animales se sacrifi- -

caron mediante anestesia con déter y se separaron los siguientes



organos' oreJa 1?qulerda, timo y oreja derecha. Ll leo se pesé antes
de scr fiJado. Todos lo organos se flgaron en formol al 102 y se pre-
paron para exdmen hlstologlco. Los cortes se tlnlcron con hcmatoxlllna

y eosina_(H-B).

N;_Efécto,de 15_T;2f£biiﬁd7soﬁrc-ld*'épdfacién dél téjidd; 

reparacnon. Esta eraraCLOn del tejido danado ,1bs\éfeCtdé_de la to-

xina sobre este proceso fl%lOlOLlCO pueden scr estudlado en las ore-

jag de los ratoncsﬂdondejse apllco el D\lB para su sensibilizacidn.

Por csta razon‘tambiex ‘a orLJa derecha do los ratones tra-

tados con T-2 toxi“ i gbn,tortesfpara su exdmen histoldégico.

En estcrtrabajo,«ﬁnlcamgnteisc-réportan las observaciones hechas en

el eximen de estos cortes, asi como las medidas de espesor del tejido

concctivo, que es el responsable de la reparacidn tisular, listas medi-

das se realizaron con un micrbémetro de objeto y un ocular graduado.
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A. Caracateristicas de los macréfagos.

1 Porccntage de cululas adherentes.A

Se determ1no e] numero de célula: dherent 05 (Vur Sccc1on III.

,Qcit053y a1gunhs Céiﬁlas
a 50% del total{dg,

raton,

positivas para
reaccién, cn el citoplasma.
El 95% de s células adherentes dieron una reaccidn de esterasa

positiva,
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B. Actividnd—Enzimﬁlﬁca;“”“"

de ratones tratados con T-2 toxina siguiendo el esquema emplead

3y 4). la désis de 0.75 mg/kg es 1a mAs eficiente on éstiMulurlé7los

» «
incubacion,

Por otro lado, no sc encontrar

nimero de células extraldas deo la cavids

cuando se compararon con los controles
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FIG, 1. Niveles intracclulares de 1la enzima citoplasmitica
lactato deshidrogenasa (LDH) en macféfagos peritoneales de
ratén incubados durante 24 horas con diferentes désis de T-2
toxina, La actividéd ,enziméticn se reporta en U/L/ug de proteina
y la dobsis de tdxiha' como  Log, ng/ml. Ei primer - punto
corresponde a los macrdfagos incubados con DMSO.

(Se grafica valor_promedio'i_desviacién estandar).
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FIG., = 2. Niveles intracelulares de la enzima citoplasmitica .
deshidrogenasa lactica (LDI) en macréfagos peritoneaies de
ratones tratados con T-2 toxina durante S5 dias consecutivos.
Las désis de T-2 toxina emplcadas fueron 0,50, 0.75 y 1.00
mg/kg. L1 primer punto corresponde a ‘macréfagos peritoneales

de ratones que fueron inoculados con SSAF/ctanol.
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FIG. 3. Niveles intracelulares de la  enzima 1lisosomal
B~glucuronidasa en macréfagos peritoneales de rat6n

incubados durante 24 horas <con diferentes dbésis de T-2

toxina.
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FIG. 4, Niveles  intracelulares de la enzima lisosomal
B-glucuronidasa en macrofagos peritoneales de ratones

"tratados con T-2 toxina durante 5 dias consecutivos.
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" C. Generacibén del anibn superdxido.

ﬁl tratamiento 'in vitro' de macréfagos peritonéales de ratén con
'f—2 toxina provoca una reduccidn en la hapacidadlde estas células para
generar el metabolito'02~,-independientemente de la désiﬁ (Fig. 5).
La viabilidad de las células no se.observé alterada a las dééis de
téxina que se probaron,

Por otro lado, cuando los macrdfagos provienen de ratones trata-
dos con T-2 toxin5~prescntan una clevada generacién del anién supef—
.6xido-siendo la désis de 0.75 mg/kp la més eficiente en estimilar a
las céiulas (Fig. 6). |

La enzima superéxido;dismutasa incluida en 1los controles fué
capaz de inhibir en un 100% la reduccibn.del citocromo ¢ por pérte dci

‘tI
anion O
on Yy
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FIG. 5. Generacion del anién superéxido por parte de
macréfagos peritoneales de ratén incubados durante 24
horas con diferentes doésis de T-2 toxina 'y durante 2

horas con zymosan opsonisado,
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D. Incorporacién de aminoicidos marcados con (IAC).

. . . 14 ' .
La incorporaci6én de aminodcidos marcados con (  C) es un indice
facil de determinar para evaluar la sintesis de proteinas en un 4rgano

o en células en cultivo.

Tabla 1. Incorporacién de aminodcidos (IAC) por parte de macrdfagos
peritoneales de ratén incubados durane 24 horas con diferentes ddsis

de T-2 toxina.

Tratamiento o  :?_]§pm/mg proteina
RPMI :    : "_.;-;-2345 + 780
DHSO S 2110 £ 191
0.125 ng/ml . 2041 * 698
0.500 ng/ml . 2031 & 254
1,250 ng/nl 1944 + 556
5.000 ng/ml L o 12355 + 277

donde: cpm es cucntas por minuto.

No se encontrd ningﬁq cambio significativo en la incorpofacién
de aminoAcidos por parte de los macrdéfagos incubados con T-2 toxina
con respecto a los controles, lo que significa que la T-2 toxina,

a las désis utilizadas, no fue capaz de inhibir la sintesis de pro-

teinas en las células incubadas durantc 24 horas.
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E, Actividad tumoricida de macréfagos peritonéales murinos.

P ) Cos
La liberacion de "“Cr, cuantificada en el sobrenadante, es pro-
porcional a la lisis que sufren las células tumorales. La T-2 toxina
administrada 'in 'vitrp' durante 2 horas, independientemente de la

désis, fue cupa;'definhibiﬁ éignificativamente la lisis de células

tumorales (Tabi§ 2

Cuando: e:

de células. tumorale e: 1os macrofagos

tabla 3, la ci funcién de las células electoras: depend

de la dbsis rada a los ratones.
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Tabla 2, Lfecto de la T-2 toxina sobre la actividad citotéxica de
macr6fagos peritoncales de ratones C57B1/6J contra células de la linea
P815. Los macrofagos se incubaron durante 2 horas con diferentes désis

de T-2 toxina.

Tratamiento K Liberacién especifica4(51Cr)
RPMI ' 31.5 + 5.5

DNSO 30.9 + 7.5

0.25 ng/ml 14,74 + 4,49

0.50 ng/ml 1402 41,9

1.25 ng/ml

2.50 ng/ml

5.00 ng/mL
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Tabla 3. Actividad citotéxica de macrdéfagos peritoneales de ratones

C57B1/6J tratados con T-2 toxina durante cinco dias consecutivos.

Grupo Inmunizados con Désis T-2 toxina % Liberacién
células P815 (mg/kg/24 h) especifica (51Cr)

A - - 12,36 + 8.87

B . - 86.63 + 5.05

C s 050 49,22 4 8.45

D SRR 0.75 25.73 + 3.00

E - | 1.0  13.60 + 2.65

Las diferencias en la liberacién cspecifica con respecto a los
controles son significativas ( p €0.01) y dependen de la ddsis de

T-2 toxina administrada a los ratones,
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F. Fagocitosis de bacterias.

In las pruebas de fagocitosis que se realizaron y cuyos resul-
tados se presentan en la Figura 7 se estudid la capacidad bacteriosti-
tica de los macrdfagos peritoneales murinos. Es decir, su capacidad

de controlar el crecimiento de la bacteria Salmonella typhi mediante

la fagocitosis.

Los macrbéfagos provenientes de ratones inoculados con el disol~-
vente no fueron capaces de controlar el crecimiento de los microorga=-
nismos durante el periddo de incubacibén. El aumento en el nlmero de
bacterias viables es el mismo a las dos horas cuando se incuban con
macréfagos que cuando estan unicamente en solucién de Earle,

En cambio, los macrdéfagos provenientcs de ratones tratados con
T-2 toxina fueron capaces de controlar el crecimiento de las bacte-
rias. Se observa en la Figura 7 que se mantiene constante el niimero

de bacterias durante el periodo de incubacidn,
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FIG. 7. Fagocitosis de bacterias (Salmonella typhi) por parte de
macréfagos peritoneales de ratones tratados con 0.75 mg/kg/24 h de
T-2 toxina durante 5 dias consecutivos, lLa fagocitosis de Dbacterias
se evalud cuantificando el nlmero de microorganismos viables después
de incubarlos con las células fagociticas.

Bacterias incubadas en solucién de Earle (»-----4).

Bacterias incubadas en solucidn de Earle con macréfagos provenientes
de ratones inoculados con SSAF/etanol (©-:-®).

Bacterias incubadas en solucidén de Earle con macxl'éfagos provenientes

de ratones tratados con T-2 toxina (B—u).
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G. Efecto de la T-2 toxina sobre la reaccibén de I[TR a DNFB.
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FIG. 8. Incremento en el grosor de la oreja de ratones RALB/c que
fueron retados con DNFB, Se mididé la reaccidn inflamatoria a DNFB en
los grupos de ratones tratados con diferentes dosis de T-2 toxina.

La reduccidon en la respuesta de HIR que sc observa, esta acompa-
flada por una reduccién en el peso 4lel timo, Kste Organo linfoide pri-
mario es depletado en zona medular, tras la aplicacién de T-2 toxina

a los animales.



. Efecto de la T-2 toxina sobre la repqracién,dci tejidos -

Observaciones histoldgic

orejas de ratones no CrataJOQVCOthNﬁBj;

Las orejas de los ratones tratadosvcbhjl___

mento cn el espesor se debe a la intensa oblastos .

y a los depbsitos de coldgena,

El aspecto de los fibroblastos en,eéyo(nco;tc 1chre:aéi,de los
controles: prescntan una mayor prbporci6ﬁi?&éfbéitoﬁiﬁémn, distintas
propiedades tintoriales y orientacidon azarosa (Foto 5).

Todos estos cambios ocurren unicamente cn la cara externa de la,

oreja, donde fue aplicado el DNI'B.
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FIG, 9. [Efecto de la T-2 toxina sobre la reparacién decl tejido.
A partir de los cortes histolégicos se determiné el espesor del
tejido conectivo y del tejido epitelial. Se observa un aumento
significativo en el espesor del tejido conectivo y del tejido
epitelial en las orejas de los ratones tratado con T-2 toxina,

con respecto a los controles.
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Foto 1, Oreja normal de ratdn, Tincidn H-E '(leO)T.V

R

'y

Ty Y

o

Foto 2. Oreja a la cual se le aplicé‘DNEB.' 15 dias después de 1la

aplicacién, Tincién H-E (x160).



Foto 3.. Oreja & la cual se le aplicé DNFB. Proviene de 1 raton ue

ha sido tratado con T-2 toxina (0.75 mg/kg/24h). Tincién I-E (x1¢)).
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Oreja a la cual se le aplicé DNFB. Proviene de un ratén_QQeJ

tratado con T-2 toxina (1.00 mg/kg/24h).

Tincién U-E (x160).
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Foto. 5. Aumento (x400) de un campo de la foto anterior Tincién 1-E,
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A, Efectos de la T-2 toxina sobre la actividad biolégica de

macréfagos murinos,

En la (ltima revisién realizada acerca de la activacién de macré-
.fagos, D. Adams y 1. Hamilton (1) definen y establecen las diferencias
entre los conceptos de capacidades y funciones que poseen los macré-
fagos.,

Definen una capacidad como una simple caracteristica 0 propiedad
que se puede cuantificar bioquimia o inmunologicamente como un rasgo
especifico del metabolismo o de la estructura celular. Como ejémplos
de capacidades estin los receptores para Fc, expresion del antigeno
Ia, cantidad de HZOZ secretada y contenido de enzimas lisosomales,

Una funcién se define como la suma de varias capacidades para
realizar una accidn mis compleja y que se puede determinar en un
ensayo fisiolégico. Lntre las funciones mas representativas de los
macrofagos se encuentran la citdlisis de células tumorales, citotoxi-
cidad de células tumorales dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocite-
sis, procesamiento y presentacidén de antigeno y quimiotaxis.

Las definiciones de capacidades y funciones permitird comprender

mejor la biologia celular del macrdéfago y el efecto de la T-2 toxina

sobre estas células.

1. Actividad enzimatica,
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a. Deshidrogenasa léctica,

De acuerdo a la definicién descrita, las enzimas de la via Fmden-
Meyerhoff forman parte de una capacidad intracelular de los macrdfa-
gos. La mayoria de los macrdfagos tisulares dependen principalmente
de la glucbdlisis aerdbica para obtener energia (7 ). La lactato des~
hidrogenasa es una de la enzimas que intervienen en la glucéOlisis y
se encuentra ampliamente distribhida en los tejidos (16). Los niveles
intracelulares de esta enzima'propOtcionan un indice acerca de la sin-
tesis de proetinas que se lleva a cabo en ia célula,

Ni los macr6fagos incubados ‘'in vitro' con T-2 toxina, ni aque-
llos provenientes de ratones tratados 'in vivo' con la toxina muestran
una disminucién significativa en los niveles intracelulares de esta
enzima, independientemente de la désis. La viabilidad de las células
tampoco se vibé afectada después de los perifodos de incubacidén 'in
vitro' con la T~2 toxina. Por otro lado, el niinero de macréfagos pro-
venientes de la cavidad peritoneal de ratones tratados 'in vivo' no
varid significativamente con respecto a los controles.

Estos resultados son corroboradés con los experimentos de incor-
poracién de aminodcidos radiactivos-lac. En cambio, estas mismas dbsis
(0.5mg/kg/24h, tratamiento 'in vive' y 0.125-5.0 ng/ml, 'in vitro')
fueron capaces de inhibir la sintesis de proteinas y de DNA en células
de bazo, médula ésea y timo de ratones tratados con T-2 toxina ( 5D.
Los autores postulan que esta extremada sensibilidad se debe a los ba-
jos niveles de enzimas destoxificantes que ticnen las células linfoi-

des o por la presencia de un receptor en la superficie dc estas cé-
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lulas., Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan esta hipdtesis
ya que los macréfagos y los linfocitos tienen un desrrollo ontogénico
diferente, aunque las células progenitoras de ambos se deriven de 1la
célula madre hematopoyética pluripotencial (28). Otra diferencia entre
ambas células es que los macréfagos, a diferencia de los linfocitos
poseen una gran carga cnzimatica que pueda ser capaz de alterar la es-
tructura quimica de la T-2 toxina, Como ya se seiiald, esta molécula
requicre tener su anillo epbxido y sus sustituyentes intactos para que

pueda inhibir eficientemente la sintesis de proteinas (5, 10).

b. B-Glucuronidasa.

El aumento de las enzimas hidroliticas lisosomales es un rasgo
caracteristico de los macrofagos presentes en los sitios donde ocurre
un proceso inflamatorio. Durante la resolucidn de la inflamacién los
macrofagos son responsahles de remover a las células mucrtas y al
exudado mediante fagocitosis y digestidén enzimitica (64).

Hay varias evidencias de que la aplicacidn de la T-2 toxina indu-
ce un proceso inflamatorio; Lee et al, (38) reportaron que la aplica-
cidn oral de T-2 toxina en el ratdn produce citdlisis del epitelio,
edema y muerte celular en el estdémago e intestino. Tres a scis horas
después de la aplicacién sc observaron en los tejidos un infiltrado
de‘neutréfilos y monocitos.

Por otro lado Yarom y Yagen ((9) reportan que después de una
aplicacion de T-2 toxina (2 mg/kg) por via intrapéritoneal en ratas,

se observa edema intersticial, hipercelularidad, hemorragia, edema y
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necrésis en la microvnsgulutura. Los autores supicren que la membrana
plasmitica de las células endotelinles cs la primern‘uslructnrn alec—
tada, hecho que induce mufhos de los dafios descritos,

£l numento en loq nlveles dc la enzima Jisouomal }quucuronidaqn
(Fig. 4) en macrdéfagos perJLonca]eb de ratones trntudns cpn T-2 toxina
indica el estado de ucﬁivucién en que se encuentran ostas células.
Prohablcmente; sLe ‘HLndo de acttvucién es }uwnmdnrih al daio que
produce la T-2 toxina ‘obro cvlulas cpitelxa]es y undutullnlca de los
vasos sanguincos pres sentes en o Luvidud pvrltononl ‘Hstc cfecto no
se obscrva en rﬁtonun‘quv luurnn jnoculndoq con ol di uivvntv (SSAF/
etanol), Poqtuldmus quc vl'v[ecto de ]d ch1va¢|nn du lﬁ% hncréfngns
es socundarlo al dwno Yue proddLo qﬁhro otras (vlnll anQnQ cnando
se incﬁbaAFih_Vitro‘ una poblacidn rica en macrdfapos peritoneales,
la T;Qltoxina no es capaz de inducir un éuhvn@n,sdhfe iq produccidn
de éstd enzima lisosomal (Fig}ﬂﬁ).

Sin embargo, no se pucde dps'attnf 1a pugihilidnd‘dv gue el motn-r
holito producido ‘in vivn'; la HP 2 loxinn, puvdu v](lucr ulrun olv(lo
sobre Ja pohlac;on md(lunyICl.DOFLLUHCll Para prqhqr~v’ln hlpoféls' v

s necesrio realizar lnh mi;mna cxpcr]mcnruq fin:ijqﬁ«_ 'in V]llO

empleando H1-2 toxinn..'

2. Generacion del anion superdxido,

[

La fagocitosis de microorganismos y particulas por parte de los

fagocitos mononnclcnrn y neutrof ilos-esta peneralmente: acouipanada por

-
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una reaccidén respiratoria que resulta en la rdpida utilizacién y re-
duccidn del oxigeno molecular para formar agua. kn una serie d¢ proce-
sos bioquimicog se forman intermediarios poco estables como el anidn -

superdxido (02 ) vy el perdxido de hidrégeno. Lstos compuestos reaccio- -

nan cntre si con radicales hidroxilo. Todos estos metabolitos estdn

cesta ¢lulas

implicados en :la Jhctididud microbicida que poscen

iota activacién se. puede logra
cuando las células fapocitan zymosan o cuando -son

forbol-miristato (3 ).

1ados con LPS bacteriano, encontrando niveles de 02

mayores en estos ultimos (52)..

1a fugocllosis»Qﬁ;zymoﬁnn;quc sc observd (Fig.ﬁf)lm

tratados indica un estimulo do o

posiblemente s

las.
Cuando

. . [
disminucion
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Estos investigadores trabajaron con leucocitos polimorfonucleares
humanos que fueron incubados con T-2 toxina y sometidos a pruebas de
quimioluminiscencia encontrando una disminucién en esta capacidad con
respecto a las células control,

La capacidad secretora de estos metabolitos es una actividad que
depende del correcto funcionamiento y de la estructura intacta de la
membrana plasmitica, asi como de sus proteinas asociadas. Se ha postu-
lado que la toxina pueda interactuar con la membrana plasmitica de las
células y provocar cambios en la disposicidén de fosfolipidos de mem-
brana o bloquear reccptores. Esta hipbtesis de interuccibén entre 1la
T-2 toxina y la membrana plasmitica estd apoyada por trabajos recien-
tes (27, 55) que demuestran la actividad hemolitica de la T-2 toxina

y alteracién en la funcidén de la NADPH oxidasa.
3., Fagocitosis.

La fagocitosis es una de las funciones de los macréfagos y re-
quiecre de moléculas de superficie como son los receptores para Fc, pa-
ra C3 y para residuos de manosa, fucosa o N-acetilglucosamina (1).

El aumento que se observa en esta funcidén (Fig. 7) por parte de
macréfagos provenientes de ratones tratados con T-2 toxina correlacio-
na con el incremento de fagocitosis de zymosan que se observd en los
experimentos de generacibn del anidn superdxido,

Las células provenientes de ratones tratados con T-2 toxina fue-

ron capaces de controlar la reproduccién de las bucterias 'in vitro’'.
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4, Actividad tumoricida.

crecién d

valentes 'y

de la célula t

~~E1l* mecanismo= di
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sido demostrado -con
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plasmocitoma P815, el nimero de macrbfagos peritoneales aumenta hasta
10 veces con respecto a los controles (39).

A pesar de que son los macrbfagos, las principales células efec-—
toras en este modelo, se requiere de eventos de cooperacidn con linfo-
citos T de ayuda (LyT 1+2-) para su eficiente funciédn.

La reduccion que se observa en esta funcidn, en macréfagos prove—
nientes de ratones tratados con T-2 toxina depende de la désis (Tabla
3). Este efecto sobre los macr6fagos puede ser secundario a la inhibi-
cion que produce la T-2 toxina sobre la respuesta T-dependiente como
ya ha sido reportada (49). los autores encontraron, también, una res-—
puesta inhibitoria désis dependiente. e -

Cuando los macrdfagos son tratados 'in vitro' con T-2 téxiﬁa tam-—
bién muestran un decremento en su actividad citolitica, FEsta activi
dad, como la generacién de 02-, depende de la estructura intacta de
la membrana y de sus proteinas asociadas, hecho que parece alterar la

T-2 toxina como ya sc discutid anteriormente,
B, Efecto de la T-2 toxina sobre la reaccién de ISR,

La hipersensibilidad de tipo retardado es un fendmeno inmunolégi-
co dependiente de linfocitos T, manifestado por una reaccion inflama-
toria en el sitio de deposicion del antigeno, usualmente la piel, y
que alcanza su maxima intensidad de 24 a 48 horas desputs del reto,
Estas caracteristicas sirven para distinguir esta hipersensibilidad

de la inmediata y de la reaccién de Arthus que son dependientes de
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anticuerpos y llcgnhré éu méximb en cucstién de minutos o pocas horas
(26). |

Il ratén, cuando ha sido inmunizado, exhibe una reaccibén de UTR
que cs especifica para el antigeno si el lugar de aplicacidn es en el
cojinete de la pata o cn la oreja (40).

La sensibilizacidon por contacto, usando compuestos como el DNIB
o el TNCB es un modelo que ha permitido conocer muchos aspectos acerca
de la regulacidén de 1la HTR y de los mecanismos responsables en esta
respucsta,

En la sensibilizacidn por contacto, el antigeno se une covalente-
mente a proteinas de la piel que funcionan como acarrcadores. Lstas
proteinas son procesadas por células prescntadoras de antipeno (CPA),
siendo la célula de Langerhans el candidato mis viable para realizar
esta funcibén, Esta c¢s una célula dendritica Ia+, particularmente abun-
dénte en la epidermis y que se encuentra cn el sitio de aplicacidn del
antigeno cuando se induce una respuesta de sensibilidad por contacto
(6). La prescntacién del antigeno a linfocitos T requicre de la par-
ticipacion de moléculas del éomplejo mayor de histocompatibilidad,
clase TT (Antigeno Ta) (6).

las células Lyl 1*27 son 1las responsables de mediar la reaceibn
de HIR. Regulan la liberacidn de serotonina por parte de células ccha-
das, lo que causa la dilatacién de los vasos sanguincos hcrmitiendo
el paso de leucocitos circulantes a los espacios cxtravasculares, La
activacion de linfocitos T resulta en la produceién de factores solu-

bles inespecificos y especificos para cl antigeno, asi como linfocinas
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(25',26)..

La reaccidn inlenmtormf‘qu fse producc despué ’(l&‘l reto llcga‘f
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C. Efecto de la T-2 toxina sobre la reparacidn del tejido,

La reparacidon del tejido dafiado después de un proceso inflamato-
rio involucra la remocidén de células muertas y del exudado por diges=
tidn enzimitica y fagocitosis. FEstos eventos son seguidos por el
reenplazo del tejido daiiado o muerto por parte de células’derivﬁdas
del parénquima o por elementos del tejido conectivo, . Lo

Cuando proliferan elementos del parénquima, cl'ﬁ;oce§6 §éf11§ma,;‘
regeneracién y resulta en la restauracién completa deluﬁéjidojééigi:7ﬂ
nal, Pero cuando la principal contribucibn es hécha€p9;iegiﬁiaérﬁé;
especializadas del tejido conectivo, ocurre fibroéiéi&}éiﬁééfiiécién'

y el proceso se llama reparacidn (64). |

Una vez que los macrdfagos han fagocitado las éélulas mucrtas,
hay multiplicacidn de los vasos sanguineos y apareccn fibroblastos en
el érea lesionada., Istos son células hipolares con abundante citoplas-
ma, nucleo alargado y extremos terminados en punta que se disponen en
direccidén perpendicular a las asas capilares recien formadas (9). La
matriz gelatinosa amorfa, que al inicio, sostenia a los elementos pro-
liferantes desaparcce conforme las primeras fibrillas de coldgena son
producidas por los fibroblastos (64).

Este proceso de formacion de tejido fibroso se observa en las
orejas de los animales controles a los cuales se les aplicd DNFB
(Foto 2).

Este paﬁrén en la reaccidén fibrosa se ve draﬁaticamente alterado

en las orejas de los ratones a los cuales se les aplicéd DUFB y se
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trataron con T-2 toxina. Para comprender los fenémenos que ocurren

en cste caso es necesario estudiar la reaccibén fibrosa durante todo






1. La T-2 toxina, a las désis empleadas en este trabajo, no
inhibe la sintesis de proteinas en macrbfagos peritoneales murinos en
tratamientos 'in vitro' ni 'in vivo'.

2. La T-2 toxina inhibe las funciones que dependen de la estruc-
tura de la membrana plasmitica en macrdéfagos peritoneales murinos.

3. E1 estimulo de nacréfagos peritoneales de ratones tratados con

T-2 toxina parcce ser un efecto secundario, mis que la activacidn

directa de estas células.':

4, la T-2~toxina ¥. 'ajiélpéépuesté iﬂmune{en'gue se requiere
la cooperacién,dé»1ih[ocitosVT'cbn otras célulaé del sistema inmune.

5. La T-2 toxiha; por su efecto inhibitorio sobre la reaccidn de
hipersensibilidad de tipo retardado, puede ser emplenda cn modelos de
investigacidén que tengan como objetivo el estudio de la regulacion
de esta reaccidén inmunolbgica.

6. Se puede emplear, como‘ya se establecié, en modeclos de pato-
logfa experimental en el estudio de la reaccidn fibrosa y reparacidn

‘i

del tejido.



73

Independientemente de las conclusiones obtenidus por el trabajo
experimental, es importante hacer énfasis acerca de los conocimentos
y perspectivas que se ticnen en México sobre las micotoxinas,

El Dr. Ernesto Moreno Martinez (44) establece estd situacidén en
el siguiente texto: "En México se ha realizado poca investigacibn
sobre las micotoxinas, sin embargo, frecuentemente se han observado
brotes de micotoxicosis que afectan la produccibn animal. Es necesario
determinar qué micotoxinas prevalecen en nucstros granos para definir
la magnitud de este problema en nuestro pais. s nccesario, asimismo,
contar con un efciente sistema de inspeccidén que certifique la calidad
sanitaria de los granos de importacidén con respecto a la presencia de
las micotoxinas, como sucede con nuestros productos de exportacidn.

En esta Area se requiere investigacidn bdsica, aplicada y tecno-
l6gica enfocada a resolver los problemas prioritarios rclacionados con

la produccibén pecuaria y con la salud pdblica."
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I. Toxina y renctivos usados p

T-2 toxina
S5-cloro-2-toluendiazonio
Citocromo ¢ (Tipo VI) ‘
Reactivos para la detcrmiﬁdcéor
de LDH

ot~ naftil acetato ,
p-nitrofenil-ﬁ—b—glucurp
Superdxido dismutasa i

Zymosan A ,51244250

11, Medios de cullfin
células:

RPMI 1640 "5f@@i$ﬁ*”

Sucro fetal bovino - 29-101-54
Sol. Pcnicilinn/HstrepﬁqﬁiCih; o bUOeSiAS
L-Glutamina i  320-5030
Bicarbonato de sodio - 895-1810
Aminoacidos no cscncinlé | 320-1140
bacterias: L mmi EPR I

Rrain & flcart Infusion (HIT) DIFCO 0494

Agar Nutritivo e  B§oX6ﬁ';;_- L 104-1



III. Aparaytos y Equipo. <

Centrifuga refrigéfadd '
Contador beta .
Contador gamma
Espectrofotémetro
Incubadora

Micrbmetro

Microscopio de luz

Potencibmetro

- Marca

“+Packart

Campana de fiujofiamiharﬂif*ﬁ ?Bakeff;r'

1 Beckman.

81

,:NodCIb s

Cnedls
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- Tri Carb 300
“ ?Adf61ogic

UA fSpcct:onic :
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