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A. El problema de la contaminaci6n de alimentos por hongos, 

Los daños que sufren los alimentos por la acci6n de distin­

tos agentes (insectos, ácaros, roedores y hongos) representan una 

gran pérdida económica tanto en países 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 cultivo, 

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 mayoría de los productos almacenados son susceptibles a la 

contaminación por hongos. La leche en polvo preparada y almacenada en 

malas condiciones es blanco fácil para el establecimiento de Aspergi­

llus y Penicillium. Los productos lácteos como la crema y lu mantequi­

lla también son descompuestos por los mohos (8) as! como las frutas 

y verduras que sufren daños durante su cosecha, almacenamiento y 

transporte ( 15). 

Los hongos producen cambios en la apariencia del alimento en que 

crecen, asi como en sus propiedades nutricionales y además rnodif ican 

las cualidades organolépticas (43). 

l. Contaminoci6n de granos por hongos. 

Los granos y semillas constituyen un substrato muy favorable para 

el desarrollo de hongos que causan multiples daños, entre los que se 
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encuentran la reducción del poder gcrminativo, el enegrecimiento 

total o parcial de los gronos y semillas, calentamiento y hedor así 

como la producción de toxinas, que al ser ingeridas pueden ser dañinas 

al hombre y a animales domésticos. Todos estos cambios pueden ocurrir 

sin que los hongos responsables sean visibles a simple vista (12). 

Los principales factores que favorecen el desarrollo de los hon-

gos 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 

rápido deterioro por causa de hongos e insectos. Por otro lado, si los .. , 
granos son secados pero almacenados en lugares humedos, gradualmente 

ganan humedad y son susceptibles a la contaminación por mohos. Debido 

a esto es necesario contar con una buena infraestructura después de 

la cosecha: equipo de secado y de aereación, almacenes en los que se 

puede controlar humedad y temperatura, personal capacitado y trans-

porte eficiente (44). 

El Progrnma Nacional de Alimentos sefialó que en 1983 se perdi6 

un 10% de cosecha de granos por deficiencias en esta inf racstructura 

(44). 

La magnitud de las pérdidas varía de pais a país pero constituye 

un grnn problema econ6mico en todo el mundo. Por otro lado, el consumo 

de toxinas f Úngicas sintetizadas por los mohos que contaminen los 

granos representa un gran problema de salud, f en6meno que en México 

no se ha estudiado profundamente, por lo que se desconoce su real 

magnitud (44). 
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B. Micotoxinos. 

Varios autores han acordado definir en forma precisa a las mico­

toxinas como aquellos mctabolitos zootóxicos (exotoxinas) producidos 

por mohos en alimentos consumidos por el hombre y/o animales, estable­

ciendo la dif crencia con las endotoxinas que son sintetizadas por hon­

gos venenosos que parasitan a las plantas (43). 

l. Historia. 

La presencia de estos metabolitos fúngicos se demostró cuando se 

aislaron e identificaron como los agentes causantes de la "enfermedad 

X" de los pavos en Inglaterra en 1960. Estos animales habían sido 

alimentados con cacahuates contaminados con Aspergillus flavus que 

producía una toxina a la cual se llamó aflatoxina (12). 

Se han identificado muchas clases de af latoxinas y se sabe que 

son capaces de inhibir la síntesis de DNA insertándose en la doble 

hélice, así como de interferir en la sínteis de RNA y de proteínas 

(23). 

Las aflatoxinas han mostrado tener propiedades carcinogénicas ya 

que al alimentar ratas con una dieta que contenía aflotoxinas se 

observó la aparición. de carcinomas hcpatocelulares en la mayoría de 

estos animales (45). También se encontraron carcinomas primarios de 

hígado en truchas que consumieron alimento contaminado con nf latoxinas 

(65). 

La intoxicación con aflatoxinas puede pasar de los animales al 
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hombre debido al consumo de productos como la leche. Se ha descrito 

que el ganado lechero, al consumir alimento contaminado con aflatoxi-

nas las mctabolizu y sus ilerivudos, a6n t6xicos como la aflatoxina M, 

son excretados en la leche (12). 

Las aflatoxinas hnn sido ampliumente estudiadas y "se estima que 

por lo ménos 15 millones de dolares se han gastado en investigaciones 

solamente en aflutoxinns durante un período de ménos de diez años 

(1962-1971). Es muy probable que otras micotoxinus seun tan prevalen-

tes y tan potencialmente peligrosas como las af latoxinus y sin embargo 

es de dudarse que en ese mismo periodo se haya dedicado m6s del 5% de 

esa contidnd en el estudio de todas las demás micotoxinas" (12). 

Estos estudios se han ampliado en los 6ltimos diez afios y se ha 

identificado al grupo de los tricotccenos como agentes responsables 

de algunas micotoxicosis. 

C. Tricotecenos. 

l. Biosíntesis. 

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 está constituido por 3 moléculas .. 
de ácido meva16nico. Para su formaci6n se cicliza el pirofosfato de 

farnesil dando origen a un intermediario tricodieno que luego forma 

un dihidroxitricodieno que da lugar al tricoteceno (3). 



5 

Los tricotccenos constituyen una familia <le compuestos sesquiter­

penoides estructuralmente relacionados, con una doble ligadura entre 

las posiciones C9 y ClO y un grupo epóxido en Cl2 y Cl3. 

2. Hongos productores de tricotecenos. 

Los tricot eccnos son sintetizados por varios géneros de hongos 

f i laa1entosos: Fusnrium, i'lyrotliecim1, Trichodcrmg_, Stnchybotrys, 

Cephalosporhtm y Vcrticimonosporum, siendo el género Fusnrium el más 

importante prucluclor ele estas toxinas (61). 

Las cspec i es 1"1warium roscum y Fusari 11111 tri nci tum destacan por 

la nlta toxicidad de sus mctabolitos y por la cantidad que producen 

con respecto a olras especies (31). Estos mohos se caracterizan por 

tener escasas macroconídias que son pequeiias, oblongadas, fusoides y 

pvdiceladns, ocasionalmente forman clumidosporas intercaladas. Crecen 

ent_re 5 y 25QC y la producción de toxinas se intensifica cuando la 

temperatura oscila entre O y 52C. La obscuridad favorece la biosínte­

sis de metaboli tos más tóxicos. 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. Clasificaci6n. 

Hasta 1983, se han aislado 68 tricotecenos, algunos de éstos 

identificados en extractos de cultivo de hongos de los géneros pro­

ductores y otros aislados de granos contaminados (3). Las caracterís­

ticas estructurales <le estas moléculas permitieron clasificarlas en 
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cuatro grupos (61): 

Clase A que abarca a los tricoteccnos hidroxi- y acicloxi­

substituidos, Comprcndc'34 metabolitos siendo los más importantes: 

Tricodermol, Tricodcrmlna 

T-2 Tetraol, Diacetoxyscirpenol 

Verrucarol, Neosolnniol, T-2 Toxina 

HT-2 Toxina y Tricovcrina, 

Todos estos tricotecenos tienen en común la estructura presentada 

arriba, pero difieren en los residuos (Rl u RS) lo que les confiere 

algunas diferencias en sus propiedades físicas, químicas y biol6gicas. 

Clase B que agrupa a los tricotecenos 8-cctoderivwlos. Componen 

a este grupo 12 toxinas: 

son: 

Tricotelona, Tricotecinu, Nivalenol 

Fusarcnon-X, 4-Dcsoxinivalcnol, 

4,15-Diacetilnivalcnol y 

7- Desoxinivalcnol. 

La clase C agrupa 17 derivados macrod.clicos. Algunos de estos . 

~ 

Verrucarinas A, B, J y L 

Roridinas A, D, H, J, y K 

Satratoxinas G y JI. 
'!; .. 
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En la clase D se encuentran los derivados 7 ,8-epoxi- de los 

cuales se han identificado 5 tricotecenos: 

Crotocol, Crotocina, 

l'Qo 

1 ~ ! ~-----·º 
rn 
1 J 

R' H1 

7,8-Epoxiisoridina E 

7,8-Epoxiroridina H y 

Diepoxiroridina 11. 

4. Detección de tricotecenos. 

La T-2 toxina, como la mayoría de los tricotecenos, es un agente 

irritante de la piel que produce inflamación y necrósis de la dermis 

48 horas después de su aplicación. Esta propiedad ha sido ampliamente 

aprovechada para buscar toxinas en granos sospechosos y en extractos 

de cultivos (14). 

Se cuenta, además, con otros métodos para su identificación como 

son el análisis por cromatografía <le gases y de capa fina, así como 

de técnicas polarogrúficas (3). También hay métodos inmunoqu!micos de 

análisis que usan suero ele conejo obtenido mediante la inmunización 

de estos animales con la toxina conjugada a albúmina sérica bovina 

(13). Este suero puede ser usado en rndioinmunoensayos y en técnicas 

inmunocnzimáticas para cuantificar la toxina problema en granos, le-

che, orina, suero y teji<los animales (37,38). 

S. Tricotecenos de importancia. 

Además de la T-2 toxina, que se revisará mús adelante, merece ser 

mencionada la zearalenona por su potencial estrogénico. Este tricote-
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.s.eno es un derivado macrodclico (Gpo. f) que es producido por varias 

especies de Fusarium que se desarrolla~ en el maíz. Los puercos que 
i 

son alimentados con el grano contaminu1f o presentan hipertrofia de la 

vulva con prolapso vnginul, en la heml>ra. Si éstns están preñadas, 
! 

generalmente nbortan. Los machos into~icados sufren antrofia de los 

testículos y crecimiento de las glándul~s mamarias. Esta acci6n de la 
' 

zearalenonu ha impulsado a investigar slt posible uso como anticoncep-

tivo (12,63). 

También se identif ic6 otro derivado macrocícllco como el agente 

responsable de ln Stachybotriotoxicosi~. Esta enfermedad se reportó 

por primera vez en la Uni6n Soviética ~uando muchos caballos murieron 

después de consumir puja mohoi:;u. El moho relacionado es :·;tachybotry:-: 

.!il.!:!!.• Los animales intoxicados presentaron hemorragias en mucosas, 
1 

leucopenia, anemia y diarrea. Esta n1icotoxicosis estú ampliamente 

distribuíc.la en Europn, Asia y el sur de Africa (3). 

D. T-2 Toxina. 

l. Micotoxicosis asociadas. 

La T-2 toxina es el tricoteceno ~ue aparece reportado con mús 
1 

frecuencia como agente causal de las m~cotoxicosis en las cuales cLJt(1 
' 

involucrac.lo el género Fusarium. A continuaci6n se describen algunafJ 

de estas toxicosis: 

Ln toxicosis del maíz mohoso 

en el medio Oeste de los Estados 

1 

i 

rep~esenta un problema recurrente 
1 

1 

Unidbs. Los síntomas que presentan 
!I 
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los animales intoxicados son lesiones hemorr&gicas en el 11ígado, estó­

mago, pulmones, coraz6n, vejiga, riílón e intestino, Del mniz que con­

sumían los animales enfermos se logró aislar e identificar a la T-2 

toxina (29), 

La T-2 toxina y el deoxini valenol o vomitotoxina, presentes en 

granos, han sido reportados como factores que inducen el vÓmjto y pro­

vocnn rechazo del alimento por parte de los animales consumidores (3), 

La Aleucia Tóxica Alimentaria (ATA) que se presentó en la Unión 

Sovi6tica durante los aílos de la posguerra (1945-1949) se asoció al 

consumo de granos mohosos que fueron cosechados despu6s del invierno. 

Los rasgos clínicos de esta enfermedad se han dividido en 4 cstndios: 

- Primer estadio. Se presenta inflameci6n de la mucosa gás­

trica e i ntcstinal seguida de vómitos, diarrea y dolor 

abdominal, 

- Segundo estn~io. Ocurren alteraciones en el sistema hema­

topoy6tico y en el lipfoidc, caracterizados por leucopenia 

progresiva, anemia y trombocitopcnin. 

- Tercer estadio. Aparecen petequias en el tronco y extremi­

dades, llny árens nccróticas 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 nsf ixia debido al ngrondamicnto e.le 

nódulos linfbticos cervicales, lo que les·impi<le respirar. 

Se han observado trastornos neurológicos durnntc el desa­

rrollo de Jo enfermedad. 
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- Cuarto estadio. Algunos autores no lo consideran ya que 

es la et.apa de convolcscencia y recupcraci6n de los pa-

cientes. que sobreviven. Los efectos de las toxinas son 

reversibles por lo que los síntomas desaparecen si se deja 

de consumir el alimento contaminado (31). 

También se ha reportado la presencio de la T-2 toxina y otros 

tricotecenos en lu "lluvia amorilla". Este término se le di6 u un pol-

vo amarillo que era liberado de las municiones utilizadas en las gue-

rras de Laos y Kampuchea. Las personns expuestas o este polvo sufrían 

disnea, nauseas, hemorragias-en mucosas, asfixio, shock y muerte (3). 

2. Propiedades químicas y físicas. 

La T-2 toxina es un tricoteccno hidroxi-substituido (Clase A) y 

su estructura química es la siguiente: 

H H H 

O~ -·OH (Rl) 

'r-----4--·H 

CH3 OAc (R2) 

P.M. = 466.S g/mol 

Nombre químico: 

8~-(3-metilbutiriloxi)-4B,15 diocetoxyscierp-9-en-3 Q(ol. 
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El punto de fusi6n de este compuesto es de 150-15lºC y tiene una 

rotaci6n específica de -50º (43). 

El residuo isobutiril (R5) en la molécula contribuye a que la 

T-2 toxina tenga una naturaleza lipof ílica lo que le confiere una ma-

yor actividad con respecto a otros tricotecenos que carecen de este 

residuo. Esta propiedad la hace más soluble en las membrnnas celulares 

y por lo tanto tan activa a bajas concentraciones (59). Es soluble en 

diosolventes orgánicos modcradnmente polares como el metano!, etanol, 

acetato de etilo y dimetil-sulf6xido. Es muy estable en un intervalo 

amplio de temperaturas: resiste temperaturas cercanas a los OªC hasta 

temperatruas de cocci6n de los granos (2, 56). 

3; Metabolismo. 

La T-2 toxina es metabolizada por esterasus de los microsonms 

hepáticos. La molécula sufre una desacetilaci6n en el sustituyente R2 

dando· lugar a la HT-2 toxina (47). Sin embargo, este cambio no es con-

siderado como una detoxificaci6n ya que se ha comparado la toxicidad 

de ambos metabolitos obtcnicndosc los siguientes datos: 

DL50 en rat6n por vía intrnpcritoncal (mg/kg) 5.2 ~,c:R~ :~rng}, 

Inhibici6n de sint. de prot. en reticulocitos (µg/ml) 0.03- 0~03 (59) 

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

media en el plasma es de 5 minutos, cncontrandosc después ni veles 
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tonto de 'l'-2 como de 111'-2 toxina (63). 

Si la T-2 toxina morcada con tritio se inocula por v:f.a intrape-

ri tonenl en ratas ·y se sigue su ruta de excreci6n, se encuentra que 

el 50% de la dósis <le toxina administrada y su metabolito (llT-2) están 

en las hoces y el 10% en orina durante las primcra8 24 horas. Cuando 

se administra oralmente, también son las hoces la principal ruta de 
~- . . .. - ; 

. ,_ ·.: ' -_ -. -- --~-:·.', 
excredon (3)~' 

. ·-··-.· : 

E. Efectos bioquímicos de la '1'-2 toxina. 

l. Inhibición de la síntesis de proteínas. 

Se han hecho varios estudios en f unci6n de la estructura de la 

T-2 toxina, relacionándola con su actividad inhibitoria de la sínte-

sis protéica en células cucarióticas. 

La T-2 toxina causa una rápida desagregación de los polirriboso-

mas, interfiriendo así en la iniciación de la síntesis de proteínas 

y bloqueando la reacci6n catalizadn por la pcpetidil transferasa (10). 

La presencia de un substituycnte que contenga oxige~o en la posición 

R2 es primordial para llevar a cabo una inhibici6n efectiva de la 

actividad de esta enzima (5). Se ha demostrado que el grupo 12, 13-
f 

epoxi- es esencial para que se lleve a cabo la inhibición de la slnte-

sis de proteínas ( 4). La reducción del doble enlace entre C9 y ClO 

provoca una disminuci6n hasta del 80% en ln toxicidad del compuesto 

(3). 
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2. Inhibici6n de la síntesis de DNA, 

Adcm6s del efecto tan ampliamente investigado sobre la síntesis 

de proteínas, se hn entontruuo inhibici6n en lo síntesis de DNA en 

sistemas de células tumorales cultivadas 'in vitro'. La inhibici6n 

de la síntesis del DNA es probablemente una consecuencia secundaria 

de la inhibici6n de la síntesis proteica (62). 

3, Inhibición de lo rcspiraci6n mitocondrial, 

Se ha demostrado que lo T-2 toxina es capaz de inhibir en un 40% 

el consumo de oxigeno en mitocondrias provenientes de higndos de ratas 

tratados (48), Sin embargo, las d6sis requeridas para producir estos 

efectos son cinco veces mayores que las necesarias para inhibir la 

síntesis de proteínas y producir la muerte de células cul t.i vedas 1 in 

vitro' (3). 

F~ Efectos fisiol6gicos de la T-2 toxina. 

l. Actividad carcinogénica, 

Se ha investigado el potencial carcinogénico de la toxina tratan­

do ratas intragastricamente con d6sis de 0,2 a 4 mg/kg (DL50 por esta 

vfa en ratas es de 3.8 mg/kg), En los animales sobrevivientes se 

encontraron cambios neoplásicos en células escamosas y glandulares del 

estómago, duodeno, islotes pancreáticos, cerebro y pituitaria. Nuncu 

se observaron tumores en el hígado (54), El efecto de la T-1. toxina 

sobre las células del sistema linfoide (Ver Secci6n I.F.6) puede ex­

plicar la incidencia de tumores en animales tratados, 
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Sin embargo, reportes no publicados de FraysRinet describen 

experimentos en que ratones "desnudos" tratados durante varios meses 

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

2. Efectos teratogénicos. 

La inyección de T-2 toxina, marcada con tritio, en rotos prefiadas 

demostró que este met:ibolito es copoz de cruzar lo placenta. Lo toxina 

fué encontrada en elevada concentración en el timo del animal recién 

nnci1lo, doncle parece ncumulorse (36). Las malformaciones resultantes 

son anomalías en cola y extremidades en los cosos en que ln madre fu~ 

inyectada con T-2 toxina el día 10 de gestación (57). 

La adición de T-2 toxina a la dieta de las gallinas provoca re­

ducción en la produccjÓn de huevos, éstos con los cascarones mús del­

gados, además de unn alta proporción de embriones muertos (6(i). 

3. Efectos hemntoló~icos. 

El síndrome hemorrúgico, la anemia y leucopenia que se producen 

en las i ntoxicocione!; con esta mico toxina y otros tricotecenos ha 

moti vado la investigación de los efectos de estos metnboli tos sobre 

los parámetros hemotolóuicos. Estos estudios, hechos en diversos ani­

males de experimentación (ratones, ratos, conejos, gatos), muestran 

solamente pequefias variaciones de susceptibilidad de especie H espe-

cic. 

Los animales que han sido trotados con dósis subleLolcs de T-2 

toxina muestran un breve período de lcucocitosis con Unfocitosis 
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relaLiva unas 3 horas después de la administroci6n. Después de 24 

horas se encontró solo un 10 a 20% <le leucocitos con rcspccLo a los 

animales control (53). La· anemia, en general, es transitoria ním cuan­

do se siga administrando T-2 toxina (3), 

Los factores humorales y celulares de la coagulaci6n también se 

ven afectados por la T-2 toxina. Los ni veles de tromboplastinn, pro­

trombi no, fibrinógeno y <le los factores VII y X de ln conculnci6n se 

ven reducidos hasta en un 60;~. Asl mismo se ha descrito un aumento en 

los tiempos de protrombina y pnrcial lle tromboplostina en animales 

tratados con T-2 toxina (3). Se ha postulado que estos efoctos pueden. 

ser consecuencia de la inhibici6n de la síntesis de proteínas que 

ocurre en el híoado. 

Los estudios hechos 'in vitro' nccrcn de los efectos lle la T-2 

toxina sobre plaquetas muestran una disminución en su contenido de 

calcio, así como una marcada rcducci6n en su capacidad <le agregarse 

(67). 

4. Alteracjoncs neurológicas. 

La adición de T-2 toxina u lu dieta de pollos provoco disturbfos 

neurológicos como posturas anormales y reflejos reducjdos. La cuanti­

ficaci6n de los niveles de dopnmina y norepinefrina cerebrales sugiere 

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

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

La administrnci6n oral de T-2 toxina en ratones produce edema 

de la mucosa y cit6lisis del epitelio g6strico. En el duodeno y yeyuno 

también hay muerte celular y edema en las vellosidades (38). Estos 

efectos, además de la mayor permeabilidad de los vásos san guineos, 

conducen a la salida del plasma o la luz intestinal lo que explica lo 

dinrrcn que se observa en pacientes con ATA. La diarrea también se 

observa cuando la T-2 toxina es administrada intraperitonealmcnte. 

6. Efectos <le la 'f-2 toxina sobre la respuesta inmune. 

La actividad inmunosupresora de la T-2 toxina constituye uno de 

los efcclos más importantes en el desarrollo de los toxicosis causadas 

por esla micotoxinn. Los dmios sobre el tejido linfoide son más pro­

nunciadas durante la fase osuda de la intoxicaci6n. 

Los experimentos en que se trataron ratones con extractos crudos 

de Fusnrium o con T-2 toxina mostraron que ambos eran c~poces de cuu­

sur una reducci6n dd peso del timo así como inhibir ln respuesta 

humoral o eritrocitos <le carnero. Ln rcducci6n del peso del timo se 

traduce en un aumento de linfocitos circulantes en las primeras horas 

después de iniciado el trntnmiento, seguido de una leucopenia que pre­

valece a lo largo de éste. el efecto sobre la síntesis de anticuerpos 

depende de la d6sis de toxina administrada y es reversible, ya que 

desaparece 6 días después de heberse suspendido. el tratamiento. 

También se ha demostrado que el tiempo para que se lleve a cabo el 

rechazo de un aloinjerto <le piel es sinnificativamentc más prolongado 
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en animales tratados con T-2 toxina, lo que indica una rcducci6n en 

la respuesta inmune me<lia<la por linfocitos T (49). 

En cambio, la respuesta inmune murina a ontigenos T-indepcndicn-

tes (poli-vinil-pirrolidina y dinitro-fcnil-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 

alteraci6n en la función de linfocitos T-suprcsores o de alguna otra 

subpoblaci6n de linfocitos T (SO). 

En ratones que fueron tratados con T-2 toxina, se investigó la 

respuesta a mitógenos por parte de células de bazo y de timo. La esti­

mulación tanto de linfocitos T como de linfocitos D se encontr6 inhi-

bida en forma reversible (35). También se ha reportado :inhibición de 

la síntesis de proteínas y de DNA en células de bazo murinas estimu-

ladas con fitohemaglutinina (51). 

' 
L 
' 
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Para determinar si la T-2 toxina ejerce una actividad especifica 

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 inmunol6gico. 

La reacción de hipersensibilidad tipo retardado es mediada por 

linfocitos T. Se investigará el efecto de la T-2 toxina sobre la 

reacción de sensibilización por contacto usando DNFD como antígeno. 

La exposición de la piel del animal a un agente químico irritante 

como lo es el DNFD nos permitirá también investigar los procesos de 

cicatrización y de regeneración tisular en ratones tratados con T-2 

toxina y compararlos con los controles. 

Se estudiarán los efectos de la T-2 toxina sobre los macr6fagos, 

Estos constituyen una parte integral del sistema inmune, funcionando 

como células accesorias en la presentaci6n del antígeno, como células 

efectoras y como células reguladoras de la respuesta inmune. 

Estos efectos sobre las funciones y actividades de los macr6fagos 

se investigarán administrando la toxina 'in vivo' o 1in vitro'. 



I I I. 

• 



19 

A. Preparaci6n de la T-2 toxina. 

La T-2 toxina (Sigrnn, ver anexo) fue disuelta en dos disolventes 
, , 

segun se usara: 

- Para experimentos en los cuales se estudió el efecto 'in 

vitro', se disolvió ln T-2 toxina a una concentración de 1 mg/ml en 

dimetil-sulf6xido (D~íSO). A partir de esta soluci6n se nmlizaron 

diluciones sucesivas en DMSO y en medio de cultivo, dC' tnl manera que 

la concentraci6n final de DMSO no excediera el 1%. 

- Cuando la T-2 toxina fu~ administrada 'in vivo', esta se 

disolvi6 en etanol absoluto parn ser diluida posteriormente con solu-

ción salina amortir,uacta con fosfatos (O. l SM NnCl, lmM foRfntos, pll= 

7.4) (SSAF). De este modo se obtuvo una soluci6n de 1~~ toxina ruyn 

conccntraci6n fue de 200 uu/ml en etanol al 6% en SSAF. 

B. Medios de cultivo. 

El medio de cultivo utilizado pnru el mantenlh1ienlo 'in vitro' 

de los macr6fagos fué RPMI 1Ci40 adicionado con 2 g de bicnrbonato de 

sodio por litro. Este mctlio fue suplementado con: 

Suero fetal bovino 

Glutamina· 

Piruvato <le sodio 

AminoAcidos no esenciales 

Penicilina 

Estreptomicina 

Concentrnci6n final 

15% 

2 mM 

lmM 

lmM 

100 U/ml 

100 ug/1111. 
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En los uxpcrlml111Los lle cuanllftcuci6ff clcr <inl(Jll suºfie!óxfd() lle 

utH:i xó l~l'MJ wi 11 ro,io dü (unoL· parn cv i LurJ.ntcrfcrcncü.1s pur: color •. 
'.",__!'. 

La Holuc 1 t111 :;;ál l.nn 'tll~ Eiirlu f.llu. ~iú.í~loru.4ri~.1i,ÍW.·),f.t~i.;~~.~iNt.~J~·~'~í: ·1%.W •· 
- . ,_ -,,-, "; ,-- ' ' . 

:,'c.:• •: ., • ~· • 

para real iznr .1 PH dj1(_1r ij:liHfücis 1lu fngoci.t;oH{H ·,12'ti11ct:cr;j';11F r~lls:uacl.<J~ . 
dan no fagoc i t.:111n:/~\::io <i.nocul n ron un ngi1r. 111ft:r lti '/;,·> ,(Ver sección 

ITI. T.) 

C. Anlmnl us • 

Su L'mplea ron r:itonus de .las ccpó Cl>-1 ( exoe6111i ca)·· y rutón<:á ; 
_:.:_~_.",e· ~--. • 

DALB/ e (II-i1), Dl1i\/2 ( ll-2'b y C57lll,/úJ (11-21'), manL<Hri<los ceJ,b_foté!rJC> . 
. .::_ ;>----~-'- .-· 

ud Insti.luto do 111ve~tiÚclitY~)1tcs. Biomédicas de la 11.N.k~l·f.~>> . < • ' 

':::··:.·· :·· 

Su t'mplcnrnn muchos de Ci a 10 semanas de edad para ex¡><1ri1~cntós'. 

con mncrófogos y hembras de 4 u 6 Sl!munos paru c:xperinirn1 tos de hi¡icr-

scnsibili<ln,d de t~.po r0tarclndo. 

D. Cultivo de mucr6fngos. 

1. Obtt.-nción ele mncrófagos 1lc la cuvidnd pcritoneal del 

rutón. 

Los c&lulas <le la cavidad peritoncal de los ratones CD-1 se obtu-

vieron por medio de un lavado de dicha cavi<lad serosa con 8 ml d~ 

SSAF. Las células se centrifugaron a 400 g por 8 mi nulos y se lavaron 

2 vc.aces con SSAF. Se' res11spc11d lt-ron en 5-10 ml de m1!d i.o de cultivo 

RPMI y Sl~ toml> 1111:1 ;il Ínrota 1h· ll.0'.11111 pum c:o11tarl:1:;. 
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2. Conteo de células. 

La alícuota con las células fue teñida con el colorante vital 

azul tripano (0.08%) para observar su viabilidad, Una fracci6n de ésta 

suspensión se colocó en el hematocit6metro (cámaro de Neubauer) y se 

cont6 el número de células en el cuadro central (dividido en 25 cua­

dros). Se empleó la siguiente ecuación para cnlculor ol número de 

células en 1 ml de la suspensión inicial: 

No. de células/ml = N x D x 10000 

Donde: N es el número de cólulas contadas en loH 25 cuadros 

del cuadro central. 

D es el factor de diluci6n resultante de mezclar 

volúmenes iguales de la suspensión celulur y de 

azul tripono. 

10000 es el factor resultante de considernr el volu­

men del cuadro central ele la ci\111nra (30). 

3, Condiciones de cultivo. 

Los cé'Ju 1 as flt! re sus pene! icron n la conccntrnci6n dl'SC'ndn ( vndn 

scnún el experimento) y se colocaron t'n plncns con por.o~ de 16 111111, en 

cajas de Petri de :l5 m111, en m.icroplacm:; de cultJvo o cn tubos de 

cultivo. 

Las células se incubaron a 372C en ntrnosfera húmeda, 7% co2 (con­

diciones de cultivo) durante 2 horns. Despu{!s de este pcdodo, las 

células no adherentes se eliminaron mcd:i.ante dos luvados con SSAF 

(3712C) y un lavaclo más con medio de cuJtivo (34). 
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E. Características de los Macr6fagos. 

l. Células adherentes. 

Con el objetivo de conocer el porcentaje de células que no se 

adhieren y que se ndhieren n ln superficie de la plncu de cultivo, se 

colectaron los lavados que se realizan después de las dos primeras 

horas de incubaci6n. Se concentraron las células por centrifugación 

y se contaron en la cámaro de Neubauer. Se puede calcular así el por-

centaje de células no adherentes: 

% de células no adherentes = No. de c~lulas no adherentes x 100 
No. de células totales 

Con este dato se puede calcular el porcentje de c6lulns adheren-

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

2. Tinción citoquimica. 

La esterasa no específica es el rasgo citoquÍmico más caractc-

dstico de los monocitos y mocrófogos. <:atal.izan recciones del tipo: 

R-COO-R + 11
2
0 ---) .. R-COOll + R-OH 

Lás células adheridas n cajas de Petri o a cubreobjetos se probo-

ron para la reacción citoquímico de esto enzima. 

Las preparaciones de células nclherentes, sin fi.ior, se incubaron 

durante 40 minutos a temperatura ambfonte con la solución de substrato 

que consiste en Cl<-naftil acetato al 6.25% y 5-cloro-u-toluidina din­

zotado al 0.062.5% disueltos en solución amortiguadora de fosfatos O.IM 

pH = 7.3 y egua destilada (1:1). 
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La reacci6n que se lleva a cabo es la siguiente: 

+ C H, ... c.-OH 
~ 

w- naftil acetato ac- naftol ác. acético 

OH t=t-& 

co ' tHJ 

1" ) 

CI ~ 

QI.- naftol 5-cloro-o-toluidina Precipito<lo 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 agua y se observaron en el microscopio de luz 

esa ) • 

F. Efecto de ln T-2 toxina sobre la actividad biol6gica de 

macr6fagos. 

Para estudiar las efectos que produce la T-2 toxina 'in vitro', 

se incubaron las c6lulas adherentes durante 24 horas, <lcspu6s de las 

cuales se les agregaron diferentes d6sis de T-2 t~xina para incubarlos 

24 horas mAs. El intervalo de d6sis de toxina fue de 0.125 u S.Ong/ml. 

Se incluyeron controles donde se añadi6 el DMSO a ln concentración 
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utilizada y pozos con células sin disolvente y sin toxina. Después de 

este periodo adicional, las células se prepararon según 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 soluci6n etan6lica de 

T-2 toxina. Las d6sis variaron de O.S a 1.0 mg/kg y se aplicaron du­

rante cinco días consecutivos por vía intraperitoneal (ip), sacrifi­

cando a los animales el sexto día. Se obtuvo el exudado peritoneal y 

se separaron las células adherentes para su ensayo. Se incluyeron 

controles a los cuales solo se les aplic6 el disolvente de lo toxina. 

G. Actividad enzimático. 

Para estas pruebas, 1 x 106 macr6fagos/ml se purificaron y se 

cultivaron en placas de 24 pozos (16 mm de diámetro). 

Las células cultivadas durante 24 horas con T-2 toxina o aquellas 

provenientes de ratones tratados se prepararon para determinar los 

niveles intracelulares de lo enzima citoplasmática lactato deshidro­

genasa (Lactato NAD-oxidorreductasa E C 1.1.1.27) y de la enzima liso­

somal P-glucuronidasa <P-D glucurónido-glucuronhidrolása E e 3.2.1.31) 

(16). 

El medio se retiró de las placas de cultivo sin desprender a las 

células y fué substituido por 1 ml del detergente no-iÓnico Tritón X 

100 al 0.05% en SSAF. Las placas con las células se sometieron a pro­

cesos de congelación (-70ºC) y descongelación (37ºC) poro liberar las 
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enzimas de las membranas citoplasmática y lisosomal. El lisado celu-

lar fue ensayado inmediatamente para determinar su contenido enzimá-

tico ( 3~. 

l. Lactato deshidrogenasa (LDH). 

Esta enzima cataliza la reducci6n del piruvato por el nicod.n-

adenin-dinucle6tido (NADl12): 

R· 
c.-o~ .. 
1 

l +NRD~-~> 
C.H3 

R e -oNo. 

' r + 
e~ 

·Piruvato de sodio Lactato de sodio 

NRD 

Para valorar esta enzima, el lisado celular fue ensayado de 

acuerdo al protocolo de los reactivos Merck-1-Test para la evaluaci6n 

clinica de LDH en suero. El NAD112 liofilizado fue reconstituido con 

la solución de piruvato de sodio 0.6mM en amortiguador de fosfatos 

50 mM pll "' 7 .S (37 11C), para obtener una concentración final de 0.18 

mM. Esta solución se pas6 a una celda del espectrofot6metro a la cual 

se agregaron 0.10 ml del lisado celular. Se mezcló y se introdujó en 

el espectrofotómetro tomandose la lectura de la absorbancia a 340 nm 

durante 3 minutos consecutivos, haciendo una lectura cada minuto. Se 

determina la velocidad de producci6n de NAD, misma que es proporcional 

a la cantidad de enzima presente en la muestrb. 

La actividad de la enzima se evalu6 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 µmol de sustrato en un minuto. Se puede obte-

ner la actividad por volumen utilizando la siguiente ecuaci6n: 

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

2. p-Glucuronidasn. 

La enzima lisosomnl P-Blucuronidasa hidroliza glucur6nidos con-

jugndos: 

}3-D-glucur6nido + H2o----.) Alcohol + Ac .-D-glucur6nico 

Esta enzima fu6 evaluada poniendo en contacto 0.20 ml del lisado 

celular con 1 ml del substrato p-nitrofenil-J3-D-glucur6nido (O.OlM) 

en soluci6n amortiguadora de acetatos O. lM, pH = 4.5. Después de 4 

horas de incubaci6n a 37 12 C, se mide la liberación de p-nitrofenol, 

afiadiendo 4 ml de hidr6xido de sodio 0.025M, El p-nitrofcnol liberado, 

del substrato es un indicador ácido-base cuyo pll de vire es 7 .s te-

niendo color amarillo en soluciones con ~¡ mayores que este. Su con-

centración se puede determinar leyendo la nbsorboncia de la mezclo de 

reacci6n a 405 nm en un cspcctrofot6metro y comparando su actividad 

con uyudn de una curva patr6n de p-nitrofcnol en un intcrvnlo de con-

centrtaciones de 5 u 50 nmol/ml (34). 

La reacción de hidr6lisis que se lleva a cabo es ln siíluicnte: 

p-nitrofenil-J3-D-glucuróniclo p-nitrofenol Ac.-D-glucur6nico 
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H. Generoci6n del oni6n super6xido. 

Los mocrófagos (3 x 106m1) trotados 'in vivo' o 'in vitro' se 

dejaron adherir a cajas de Petri de 35 mm de diámetro. 

El ani6n super6xido (02-) es producido a partir de la reducci6n 

del oxígeno y constituye, junto con el per6xido de hidrógeno (11202), 

uno de los metaholitos microbicidas m6s eficientes (19). 

Las reacciones c¡ue se llevan a cabo son las siguientes: 

Enzima responsable 

º2 + le- ) º2- NADP-oxiclaso 

202 - 211+ 02 + H202 Superóxido-clismutasa + > 
2H202 ) 2II20 + º2 Peroxidasa 

La liberación del anión super6xido se dctermin6 por un método 

modificado del descrito por Johnston (33): 

El medio de cultivo se retira y es substituido por 1.5 ml de una 

solución que contiene 300 pg de ferricitocromo c (Tipo VI) en RPMI sin 

rojo de fenal y 50 J.tg de zymosan en O.IS ml de suero fetal bovino. Las 

células se inculmron durante dos horas más, en condiciones de cultivo. 

Después de este pcd.odo, se transfirió lo mezcla tl tubos de ensaye, 

los cuales se centrifugaron o 1200 g durante 15 minutos para scdimen-

tar el zymoson. 

Se incluyeron en los controles cólulas a las cuales se les agre­

garon 60 pg de superóxido-dismutasn (Super6xido-rcductnsa EC 1.15.1.1) 

para inhibir ln reclucci6n clcl citocromo e por el superóxido, Se usaron 
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como blancos cajas sin células que contenían la mezcln du reacci6n. 

Lo absorbancia del sobrenadante se ley6 a 550 nm en un cspcctro­

fot6metro y, la conccntrnci6n de citocromo e reducido se determina 

utilizando la ecuaci6n obtenida por Massey (42) que indica la diferen-

cia entre los coeficientes de absortividad molar entre el citocromo 

e reducido y el oxidado: . 4 -1 -1 
~ = 2.1 x 10 M cm • 

I, Incorporaci6n de aminoácidos marcados con ( 14c). 

Se determinó la cnr>Bcidnd para incorporar nminoácidos marcmlos 

ra<lioactivamente por parte de macr6fugos pcritoncalus de ratón que se 

incubaron durante 24 horns con T-2 toxina, 

Durante las Últimas 6 horas <le incuhaci6n se ngrcgnron a cnda 

pozo 0.1 µCi de omino{1ciclos (HEN, 296 mCi/nunol). Al tl'f111inar el pe-

douo de incubación se retiró el medio de cultivo y lnR células odhe-

ridas a la placa se lavaron 4 veces con SSAF para eliminar la marca 

no incorporncla. Las células se lisoron con 1 ml de Tritón X 100 (Ver 

secci6n tII.G) y 0.5 ml de este lisndo fueron transferidos a tubos de 

ensaye donde se prccipitnron lns proteínas con 'cido tricloroac6tico 

ol 10%. Los tubos se dejaron reposar durante 15 minutos en frío ( 4"C) 

y se ccntrifug<1ron durunte 15 minutos a 1200 g. J:l sohrcna<la11te se 

el irninó y el prccipitn<lo se rcsuspcn<li6 en 13 ml de H.c¡uülo de centc-

lleo (Insta-Gel) para contar la radioactividad incorporndu, en un 

contador beta. 

La fracción restantl' (0.5 ml) del lisodo cclul:i r fu6 usodn poro 
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determinar su contenido de proteínas, por el m6todo de Lowry. 

J. Cuantificnci6n de proteínas por el m6todo de Lowry (41). 

La reacción para la determinación de proteínas se lleva a cabo 

en dos pasos; en el primero, ocurre la reacción ele Cu (II) con la 

proteína. Se ha calculndo que se une un 6tomo de cobre a la proteinn 

por cada 8 residuos de aminoácidos. En el se3undo paso de la reacción 

ocurre la reducción del complejo Cu-protef.na por parte del ácido 

fosfomolíbdico. 

Los homogena<los celulares, obtenidos en cada uno de los experi­

mentos anteriores se procesaron para la determinación de prot~Ínas. 

Se tomó una alícuota de 0.40 ml de cada lisado celular y se hizo 

reaccionar con 4 ml del reactivo A (sulfato de cobre pentahidratado 

al 0.02%, tartrato de sodio y potasio al 0.02% disul~tos en carbonato 

de sodio al 2% en hidróxido de sodio O.lM). Se incubó clurante 10 minu­

tos a temperatura ambiente. Después de este período de tiempo se agre­

garon 0.4 ml del reactivo B (renctivo de Folin-Ciocultcu:agua, 1: 1) 

agitando inmediutílmcnte. Se incubaron los tubos durante 20 minutos a 

temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 595 nm. 

Para cada serie de determinaciones se elabor6 un curva patrón 

usando olb6mina s'rica bovina, en un intervalo de concentraciones de 

10 a 100 ug/ml en el cual lo reloci6n protcínn:absorh11ncin es directa­

mente proporcional. l!:l blnnco de ri::acti vos consistió en 4 ml clel 

reactivo A m6s 0.4 ml del reactivo B. 
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K. Actividad citotóxica contra células tumorales. 

Se estudi6 la actividad citotóxica de rnacr6fagos peritoneales de 

ratones C57Bl/6J (H-2b), tratados con diferentes d6sis de T-2 toxina·, 

d en contra del mastocitoma P815 (H-2 ) • Con este modelo se investigó 

también el efecto de la T-2 toxina cuando se administra 'in vitro' a 

macrófagos "armados" (39). 

l. Linea tumoral. 

d La linea . tumoral P815 es un rnastocitomn con hoplotipo H-2 que 

crece en forma de ascitis en la cavidad peritoneal de ratones singéni­

cos DBA/2 (H-2d). Las células tumorales se cosechan del Hquido asci-

tico de estos ratones y se lavan 3 veces con SSAF centrifugando a 400g 

durante 10 minutos. Posteriormente sé resu~penden en 25-30 ml de SSAF 

y se cuentan (Ver sección IIT .D.2). Se ajusta la concentración de cé­

lulas a 2 x 107 células/ml y se inoculan 0.5 ml por vía ip a ratones 

de la misma cepa. El. tronsplante se rcal::l.zn semanalmente. 

2. Obtención de mocrófogos "armados". 

Se inmunizaron 4 grupos de ratones (4 ratones/grupo) de la cepa 

CS7Bl/úJ con 2.5 x 107 célulns P815. Las células se inocularon por vfo 

ip en un volumen ele 0.5 ml de SSAF. Seis dfos después de la inmunizn­

ci6n, 3 grupos se inocularon con cli.stintas d6sis ele 1'-2 toxina (O.S 

a 1.0 mg/kg/24h). El cuarto 3rupo se inoculó con el disolvente, El 

grupo control ncentivo consi.stió en ratones sin inmunizar e inoculados 
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con el disolvente. 

El tratamiento con toxina se llev6 a cabo durante los siguientes 

cinco días, despu6s de los cuales se sacrificaron a los animales para 

obtener el exudado pcritoneal. Los mncr6fagos (2 x 105) se dejaron 

adherir a la superficie de las microplacas de cultivo y después de 2 

horas de incuboci6n se lavaron para eliminar las células no adherentes 

(Ver sección III.E.l). 

Para estudiar el efecto 'in vit~6',de la toxina sobre la activi~ 

dad citotóxica de los macrófagos se obtuvo el exudado p.eritoneal de 

ratones C57Bl/6J y las células adherente·s se incubaron con diferentes 

d6sis de T-2 toxina durante 2 horas. Después de este periodo se reti-

raron O.OSml del medio de cultivo que se sustituyeron por la suspen-

sión de células blanco. 

Las c~lulas P815 que se emplearon como blanco fueron cosechadas 

de la cavidad peritoneal de ratones DJ3A/2 y lavadas como se indicó 

anteriormente. Se contaron en la cámara de Ncubnuer y 2 x 10
6 células 

se resuspendieron en 0.8 ml de RPMI completo al que se le agregaron 

0.2 ml de Na51 cro4 (Amersham, 10-35 pCi/mol) y se incubaron durante 

60 minutos en condiciones de cultivo. Posteriormente se lavaron 4 

veces con SSAF para eliminar el cromo no incorporado. Las c61~1as P815 

( 
lf , 

marcadas 2 x 10 ) se pusieron en contacto con celulus adherentes y 

se incubaron durante 4 horas en condiciones de cultivo. Se incluyeron 

controles en que solo se cultivaron c&lulas blanco marcadas con el fin 

de determinar la liberaci6n espont6nca. 

Despu6s del período de incubaci6n indicado, las placas se centri-
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fugaron a 600 g por espacio de 15 minutos. Se tom6 una al:l.cuota de 

0.10 ml del sobrenadante de cada pozo y cado. una de estas ali.cuotas 

fué transferida a un tubo de ensaye para contarse en un contador 

gamma. La cantidad de 
51

cr liberado es proporcional a la cit61isis 

que sufren las células blanco. 

La liberaci6n específica es debida a la acci6n de los macr6fngos 

sobre las células blanco y se calcu16 con la ecuación que se presenta 

a continuación: 

% Lisis específica = _...L_e._x_.p __ -_L_e_s.._p 
100 - L esp 

Donde: 

L exp es la liberación experimental de los células 

blanco en presencia de c61ulos adherentes. 

L esp es la liberación espont6nea de 51cr (22). 

L. Fagocitosis de bacterias. 

Se investig6 el efecto de lo T-2 toxina nobrc la capacidad fago-

citica de macrófogos peritoneales murinos. Para llevar a cabo este 

objetivo, se hicieron pruebas de faoocitosis con bacterias opsoniza-

das. 

l. Bacterias. 

Se emple6 Salmonella typhi que fué mantenida en cultivo en el 

medio BIII (Brain & llenrt Infusion). 

Las bacterias que fueron usadas en lo 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 37 12C cluronte 30 minutos. 

2. Macr6fagos. 

Las células fagocíticas se obtienen <le la cavidnd peritoneal de 

ratones CD-1 tratados con T-2 toxina (O. 75 mg/kg/24h) durante cinco 

días consecutivos. El exudado peritoneal se obtuvo el sexto día parn 

realizar la prueba de fagocitosis. El grupo control consisti6 en rato­

nes inoculados con el disolvente. Los c6lulns (7 x 10
6) se resuspen­

dieron en 2 ml de soluci6n salina de Earle suplemcntndu con gelatina 

(1%). La gelatina se utiHzn poro proteger a los microorcnnismos de 

los efectos bactericidas de la soluci6n salino de Earle. 

La suspensi6n de bacterias opsonisa<lns (S x 106) se aíladi6 a coda 

tubo que contenía c6lulns fagoc1ticas. Se incluy6 un tubo control con 

bacterias sin c6lulas. Los tubos se incubaron durante 2 horas en con-

dicioncs de cultivo con aeitaci6n continua. Una ulÍcuota <le 0.5 ml se 

tom6 de cada tubo a disLintos tiempos (O, 30, 60 y 120 minutos) y se 

miadi6 a un tubo que conten1n 1. 5 ml de soluc:i.6n de t:nrle ( 412 C) para 

detener la fa:~ocitosis. Los tul.Jos se centrifugaron por 4 minutos o 

110 g para sedimentar las c6lulns; las bacterias no fagocitadas queda-

ron en el sobrenadanta. Se hicieron diluciones sucesivas de este so-

brenadante en solución salino isot6nico (O. lSi·l NaCl). llnn nlicuoto <le 

0.3 ml fue tomadn ele lu dilución mús alta y se distribuyó homop,enen-

mente en una coja ele Petri. A esta se agregó el medio asar nu.tritivo 

(4SªC) y se <lejÓ solidificar. Los cojas ele l'ctri se incuhnron durnnlc 
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24 horas a 37°C; despu6s de este período se cont6 el n6mero de colo­

nias en coda caja con ayuda de un cuenta colonias. Con este dato se 

puede calcular el n6mero de bacterias viables en el sobrenadante y 

comparar la capacidad fogodtica de los macr6fagos provenientes de 

ratones tratados con respecto a los controles (24). 

-• ... --·-
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M. Estudio del efecto de la T-2 toxina sobre la reacción de 

Hipersensibilidad de Tipo Retardado (llTR). 

La sensibilización por contacto (SC) es una formo de hipersensi­

bilidad tipo retardado que se observa poniendo a animales en contacto 

con el antígeno a través de una exposición cutánea. Los compuestos 

químicos altamente reactivos como el trinitroclorobenceno (TNCI3) o 

dinitrofluorobenceno (DNFB) son Útiles en esta pruebn yo que se unen 

covalcntemcnte a proteínas de la piel y originan neoand.genos. Los 

animales son subsecuentcmente retados en el cojinete de la pota o en 

la oreja 7 a 15 días después del primer con tac to, observ:~ndose una 

respuesta inflamatorio 24 a 48 horas después en la zonn del reto (2Ct). 

l. Animales. 

Se emplearon hembras l3ALI3/c de 4 a 6 semanas de edad, de 18 n 

20 g de peso. 

2. Sensibilizoci6n con el antígeno. 

El antígeno utUizodo, 2 ,4-DNFl3 fue diluido en unn mezch1 de · 

acctona:aceitc de olivo (1:1). La conccnlrución final del nntígeno fu~ 

de 10 mg/ml. 

• El esquema de sensibili~nci6n seguido fue el siguiente: 

Día 1: aplicación cutánea de 0.04 ml del nndgcno en ln coro 

externa de la oreja dercchn del animal. 
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Día 14: Reto, mediante la aplicaci6n de 0.015 ml de la solu-

ci6n del antígeno que fue aplicada en la oreja 

izquierda. 

Oreju derecha 
oreja izquierdn· 40 µ1. Din 1 
15 µl. Día 14 k" 

~ . ) 

La reacci6n de IITR se manifiesto como un proceso inflamatorio muy 

acentuado que se puede evaluar midiendo el incremento en el grosor de 

la oreja retada con el antígeno. Esta medición se realizó 48 horns 

después del reto con ayuda de un niierómetro. El incremento en el gro-

sor de la oreja se obtiene restando el grosor de la 6rcjn <le los ra-

tones control negativo del grosor de la oreja de los ratones en expe-

rimentación. 

Cuatro grupos de ratones (4 ratones/crupo) sensihiljza<los con el 

antígeno, fueron trotados con diferentes dósi.s de T-2 toxina (0.5-

1.S mg/kg/24h) durante los 16 días subsecuentes a la sensibilización. 

Se incluyó un crupo control positivo al cual se le oplic6 el antígeno 

y un grupo control ncgutivo al cual se le aplicó el dl::;olvenLe (nccto-

na:aceitc de oliva). Ninguno de estos ratones fueron tratados con 

T-2 toxina. 

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

caron mediante anestesia con éter y se separaron los siguientes 
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6rgonos: oreja izquierda, timo y orcjn derecha. El timo se pes6 antes 

ele ser fijado. Todos loa órganos se fijaron en formol al 10:'~ y se pre-

paron para cx6mcn histológico. Los cortes se tifiieron con hematoxilina 

y eosfoo (11-E). 

N. Efecto ele la T-2 toxina so6rc la reparoci6n del tejido. 
,-:··;.:·, 

/:,, .. , ·. '{~-:. ·' \;.;/" 

EL .. prodf So · i~ fÍ~~f ¡;;a "~ \l~f i-frp~~~iit ~'1;.~f e ;is ticñ d01 tejido 

de -los' m~ílltrér~s f1i1,1'/tesi'.6n'~1-:c3irinú~ ún tejülo es clniiodo p~I''Iace-ra-
ci6n, quemadurris,. agentes· ~l.lí~lcos () _bucterius, en el sitio! lle lu le­

sión ocurren una seric-tle. ~:ell~~iquc tienden o destruir_ 
. .· - . . 

agente lesionan te. La resp~cs,t<l inflamatoria es seguidu: pÓr'la repara-
. . · .... - ,:~:_: . . <~ ~/ :::~. ::~·.1: ... ~: 

ci6n del tejido <lañádo.}' ·para su estudio se recomibn~lu~1~1hiiéjd;F estos 

procesos .. éom:·· dos~:vcn tos separados ( ú4). . .• ~Y:~:;,;r~{Y·~:''~:::;;;;, '!> r• . > 

- .. _;, .. :- ,._·_-·. _-·: . - ,..-;.-~;:·t,(· .:z;f~:,::_,; »:,1_,·, .. ,;,,,.._:·! \·)-~'.: .. :.· ··:~:-::<· 

induc:;e·:::l~:~p~:st~·· :~f ¡~,::::: i: u~~::o e:r::21~'~!~~~,~!if 1tl~fN,! .. 
·,-~: ." '-: !·;:;·:·:; > ·. .. .'.-'-~ .. 

reparación. Esto rcparnción del tcj:i<lo daiindo··y.1os efectos de la to­

xina sobre este ~roceso f isiolócico pue<l~n ser estudiados en lns ore-

jao de los ratones donde se aplicó el DNFil para su sensibilización. 
-. . . 

Por esta razón ta1~bÚ11 se s~paró< lu oreja derecha de los ratones tra­
.... ':.<,' '( .. :~<:~·~·'..,··,· -. 

tados con T-2 to:d.ha y; se•• hicierÓn cortes pnrn su cxámcn 11istol6gico. 

En este trabajo, .. u!liC:~rncAt~ se . reportan las observncioncs hechos en 

e1 exámen de estos cortes, así como las medidas de espesor del tejido 

conectivo, que es el responsable de ln rcpnraci6n tisulnr. Estas medi-

daa se realizaron con un micró~etro <le objeto y un ocular grnduudo. 
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A. Caracatedsticos de los mucr6fagos. 

' ' 

1. Porcentaje de células aaherentes. 

Se determinó eL número de c~lulaS;fldherentes (Vur Sección III. 

E.1) en las placns decult:ivo que seutÚiznron en los experimentos, 

después de dos hofÓ;.; <le incuboci~I1 y· de efectuar los lnvudos. Media:nt:e · 
- .--=::,\< __ ,- . ,' j <· .. ·~.:.,,,:,.:~:"<~::.~ '.-~--~·:-.,·; .. -- .. :~ .. 

- ... . ' " -.:... ' ;,'. - ;_ :: . -'. : ·, ' ·. .- .. ' :; __ "(· .'.':' -:··· - ·' -·.·~·:«\··:_ ··.': _-... ·-:: '. :· 
este procedimineto se elimfoµrón léls celuloi:i no adherentes: que ;con-

· .. _•; ... 
- ·--- ~ 

sisteh principalml'nte ~rrli~focitos y algunas ccSl~h:is·':26«riaci~:f7)~ 

La proporción de células adherentes que se• enc~nt:ó····fu~.' <lel 45 

a 50% del tot::il de células obtenidas de la cavidad . ¡~·~~.Í.toneaf d~l 

ratón. 

. .... ~'. · .. ~·:c~.::::J./' ;~-.' ·-. ..;-·:¡ :~_'." . 
2. Tincion ··ei tc)qu:imica ~-• . · 

-;,''"'·'•'e·;,;;.;:·~·-.:.-/ -:;.''../i.:.''- ·· ···~-:··---~·· ;...:.·_ .. _ .. -, , .. ,' '• , 

las ' r'~ ¿?;~·:¿:i'.l ;d~ tJ~rtcf~~ ' i).nfa· cs~ern~a<nO .éspcé:í(:ica ' se 
•..•. r_ .•.. P,q.:? •. ,~~''?'';t~::~;-~c~'Rt ~;;,.> .. ·.·· ·'··· ...•.. ··. · .... En 

, ~ - 1 ' -. 1' ~ o , ' , 

contaron 200 celulns en campos· escogidos al ,azar., 1'.Q, :1as celulas 

positivas par u ·. ~is·~~·~~k se. o bservci~· • ~r~Aui@~~f~:)~~~l;Swi~~{¡}fgºf~W~~~) í~ ~--
·~:.-~::.:~·; •. _~:_: .. ~_·._·: '."' __ !;::~ :; .·.\'.~._'. '::' '.:·:.: ''.",¡ ·: ::' ·''. ' :· . 2-:~}~:,-{· 

· : .... ~\-· .:¡:..;:.~:~:.~~?P?-i:~·l>:_·. ,.,~,.,,:·- -· -
. .· ... «,:; :,:·. -~· ., reacción, en el citoplasma. 

El 95% <le ~·.is cél ulus adherentes. dieron una ~:·~~~i6n de este rasa 

µositi va. 
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B. Actividml J·:mdmÍll:ica. 

- -º; _,:... ··-~: - - . -

· l , _ · Ln5 su ~º-.d~shJcJ rog1.·naR:r. 

Los hfvc.~-~s. intrúc'cJula.re8 de. (!SL<l enzima Cll macré.ragoi;; incubados . 

'in vitro' C:~n¡:,1.'d ·1·~2-k/6~.i11i¡. no s~ v}~·Jb,\~1-~J-:lfrndo~. c<~n· res pee to a h1t: 

con tro l"'~,<qif t,;· p'. • 1·'.)' ;;;IS(), ',.·q i}1''i'.~~io~~~t¡~;i6rt; ~Jf (\!Ht.1;~ ;, Nº·•, · 9 e ec ti> 

ª lu~ .·cé{Jfr.¡•9·~·J11 ·cültiVcii;;s·8· e:·6~\W¡1~ii~¿ü,1~~12%iJI1:1.orL;s·•· c(,_11<ac 1 ut'llo~ t'n 
<·:>.•.". ,",'.'),· "• .'"- :-.:;::~;}!.•"·<~ :!·:,'::~·~-·L'·~' '.~~j '.:·¡,~"~· ,,,• ;;¡>'n<;;•: •'/ ;:·,"·,~.• \' ::;~,·;,,.,~·~ 

los que 
60

, 

11'.~~;'.i~.ºIitf f f ~''.i?",~Í~;~¡¡~i¡j~j<~~~Ml'~W~fri ' < . 
En macrof aüo::;, provcni.en ~.f3s :;de; rq tones utr.'1 Lüdos. c.:oil T.:..2 · toxinn se 

observó un ~"c~~~.~~i•ii~~f,~~~~l~~ ~~ ~~i ·~'itJí~~ IJl""";,¡ ,,i;n'" \lo fa 

enzima LDH (f~e::}}~j~~~~jif ; .. ~~ 
:- ~ ,-_~r'..~_•.: .. _~·.y_-::. ·'.'<·:.:,--. .... 

• -~- -,~-~-¡-;_¿-.•:;e .,-~· 

,, -.,·<-:·(?>'-

2. J~;f:'r&c::u'io'~P1nsa~ ···. . .. . .... 
Los ni ve té~· cl~ .. ('.~'.~~A'f~~~f i rn11·:,;,Lf~o~ó,n.1.1:10./jb·J·~e ·~··v jf r~!i2~1ffer'.f11:l.~·~ .. ···ell 

macróf agos incub~1d'ci~~:-~{,:{~J;~;~~&i;~:kf''.~·í0tti~~~J·~~-~5~'f~,t1'~~~~;~h1 ·9,~1,i~i;~(~Xfé~\~.b~;['.f~· 
va un aumento en los''h1'~C,i~é~!>~í~"9tff~P~j!1li.lEi~:-~J·'rr.1icC1!til{fo~ll_!~g\li~llgn .. 

---:_-_-__ ~_:_?_,.--,..-'~-- __ _:_ .:..,.='_t-;:~}--:r":':';'°'·-;:·,=-:~c:-~?~-,-- - - "-~~\-.'_.-; ( 

de ratones tratados cor~ ;1':_2 tO~'iri~ sii~Uiencl() el esquema Clll)l !cado (r;·~~· 
3 y 4). La dósis de 0.75 111g/kg es ln mns eficiente C'I\ cstiníular a los 

mr.tcrófagos. 

La '1'-2 taxi.na no altc-.?rb la viobJlidacl de .los mncrórago~I' eri° c1U fj:... e 

:,-'!; ,:j¡_-,.:. 

incubación. 

cuando se compararon con los controles .• 
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Log 10 ng T-2 !mi 
FIG. 1. Niveles intracelulares de la enzima citoplas111{1ticn 

lactato deshidrogcnnsa (LDll) en rnacrófagos pcritoneales de 

ratón incubados clurnnte 24 horus con <lif erentes d6sis de T-2 

toxina, La actividad enzim11ticn se reporta en U/L/ug de proteína 

y la dósis de toxina como Log 10 ng/ml. El primer punto 

corresponde a los macrófagos incubados con DMSO. 

(Se grafica valor promedio± desvieci6n estondor). 
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FIG. 2. Niveles intracelulares de la enzima citoplasmática 

deshidrogenasa láctica (LD!I) en macrófagos pcritoneales de 

ratones tratados con T-2 toxina durante 5 días consecutivos. 

Las dósis de T-2 toxino empleadas fueron O.SO, 0.75 y 1.00 

mg/kg. El primer punto corresponde a macr6fogos peri toneoles 

de ratones que fueron inoculados con SSAF/ctanol. 
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FIG. 3. Niveles intracelulares de la enzima lisosomal 

J3-glucuronidasa en macr6fagos peritoneales de rat6n 

incubados durante 24 horas con diferentes <l6sis de T-2 

toxina. 
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FIG. 4. Ni veles intracelulares de la enzima lisosomal 

Jl-glucuronidasa en macr6fagos peritoneales de ratones 

tratados con T-2 toxina durante 5 días consecutivos. 



C. Generaci6n del anibn supcr6xido. 

El tratamiento 'in vitro' de macr6ía2os peritoneules de ratón con 

·T-2 toxina provoca una reducci6n en la capacidod de estas células para 

generar el metabolito. o2-, ·independientemente de la dósis (Fig. S). 

La 'viabilidad de las células no se observ6 alterada a las dósis de 

toxina que se probaron. 

Por otro lo<lo, cuando los macrófagos provienen de ratones trata­

dos con T-2 toxina presentan una elevada generaci6n del nnión supcr­

Óxido .siendo la d6sis de 0.75 mg/kg·la más eficiente en cstimtilar a 

las células (Fig. 6). 

La enzima super6xido~dismutasa incluida en los cont~oles fué 

capaz de inhibir en un 10b% la reducci6n ·del 'citocromo e por parte del 

anión o
2
-. 

'. 
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FIG. 5. Generación del anión su peróxido por parte de 

macrófagos peritoneales de ratón incubados durante 24 

horas con diferentes d6sis de T-2 toxina y durante 2 

horas con zymosan opsonisado. 
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FIG. 6, Gencraci6n del ani6n super6xido por parte de 

macr6fagos peritoncalcs de ratones tratados durante 

S dias consecutivos con diferentes d6sis de T-2 toxina 

e incubados durante . 2 horas con zymosan opsonisado • 
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D. Incorporaci6n de aminoácidos marcados con c14c). 

La incorporaci6n de aminoácidos marcados con ( 14c) es un índice 

fácil de determinar para evaluar la síntesis de proteínas en un 6rgano 

o en células en cultivo. 

Tabla 1. Incorporaci6n de aminoácidos ( 14
c) por parte de macrófagos 

peritoneales de ratón incubados duranc 24 horas con diferentes dósis 

de T-2 toxina. 

Tratamiento 

RPMI 

DMSO 

0.125 ng/ml 

o.sao ng/ml 

1.250 nr,/ml 

5.000 ng/ml 

'.· 

· cpm/mg proteína 

2345 + 780 

2110 + 191 

+ 2041 - ü98 

2031 ± 254 

1944 ± 55G 

2355 + 277 

donde: cpm es cuentas por minuto. 

No se encontró ningún cambio significativo en ln incorporación 

de aminoácidos por parte de los macrófagos incubados con T-2 toxina 

con respecto a los controles, lo que significa que la T-2 toxin~ 

a las dósis utilizadas, no fue capaz de inhibir la síntesis de pro-

teinas en las células Incubadas durante 24 horas. 

~' : . 
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E. Actividad tumoricida de macr6fagos peritonéalcs murinos. 

La libernción de 51cr, cuantificada en el sobrenadante, es pro-

porcional a la lisis que sufren las células tumorales. La T-2 toxina 

admirlisLrada 'in vitro' durante 2 horas, indepcmlicntcmcnte de ln 

dósis, fue capaz de inhibir significativamente la lisis de células 

tumorales (Tabla 2}.< , · 
. ::.') 

_.: -."'"· :~::'/·:•.'·<:'' 
. ,. , · -1¿·c. '1\;;., ~,~:~~< -- ~ "· .. ; ' ... - :-~-~'.: ,--

Cuando· e~5~~-~r~ffiI:i~-r~tI~\C(~ri 'vf~·º,; 'ia T-2 toxin~·1~.1.1~vK'..la .1~·sis 
•·• .• ,N •, :<,-:¿:¿, ·:_:;·;.,;·-~}·'·.¡~~(-·.·i>".t·' 

::b::1:~·:. ti li~1~Tf ji~~f!t~~¿!~~1:::0:~¡:¡:1~?dc~~j?~ti~;:~~:··· 
·'::::-:':;:\<:=¡~i.::02f~¿;~t'.[{'~,';_;:~:-~·J?~~~-::~-,~./.'.-::·: . ~>-

de la el ósis d~~~bi:fria:0iiia_ri1"iini~'trucla a 10s ra tont?s. 

.• 
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Tabla 2, Efecto de la T-2 toxina sobre la actividad citotóxica de 

macrófagos periton~alcs de ratones C57Bl/6J contra células de la linea 

P815. Los macrófagos se incubaron durante 2 horas con diferentes d6sis 

de T-2 toxina. 

Tratamiento 

RPMI 

DMSO 

0.25 ng/ml 

O.SO ng/ml 

1.25 ng/ml 

2.50 ng/ml 

S.00 ng/ml 

% Liberación específica c51cr) 

31,5 ± 5,5 

30.9 ± 7.5 

14.74 ± 4.49 

14.02±1.9 

1sf 9:±.:''~1.\o 

•" }9~ 5 ~i-~·~~7-­
c·'~f9:f3 .f'-.'3'}46 T-'• • 
·,;cc,,-·i--,-" .... ~,''."';·''Yº -~-.-_ .. -

1 

. ' /.\~,:~~-:\-,'.~ ~ ,.:~::_:: 
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Tabla 3. Actividad citotóxica de macrófagos peritoneales de ratones 

CS7Bl/6J tratados con T-2 toxina durante cinco días consecutivos. 

Grupo Inmunizados con 

células P815 

A 

B + 

e + 

D + 

E + 

Dósis T-2 toxina 

(mg/kg/24 h) 

. o.so 

0.75 

1.00 

% Libe ración 

específica (51cr) 

12.36 ± 8.87 

86.63 ± 5.05 

49.22 ± 8.45 

25.73 ± 3.00 

13.60 ± 2.65 

Las dif erencins en la liberación ~specífica con respecto a los 

controles son significativas ( p < 0.01) y dependen de la d6sis de 

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

En las pruebas de fagocitosis que se realizaron y cuyos resul­

tados se presentan en la Figura 7 se estudi6 la capacidad bacteriostá­

tica de los macrófagos peritoneales murinos. Es decir, su capacidad 

de controlar el crecimiento de la bacteria Salmonelln ~ mediante 

la fagocitosis. 

Los macrófagos provenientes de ratones inoculados con el disol­

vente no fueron capaces de controlar el crecimiento de los microorga­

nismos durante el peri6do de incubaci6n. El aumento en el n6mero de 

bacterias viables es el mismo a las dos horas cuan<lo se incuban con 

macr6fagos que cuando están unicamente en solución de Earle. 

En cambio, los macrófagos provenientes de ratones tratados con 

T-2 toxina fueron capaces de controlar el crecimiento ele las bacte­

rias. Se observa en la Figura 7 que se mantiene constante el n6mero 

de bacterias durante el período de incubación. 
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FIG. 7. Fagocitosis de bacterias (Salmonella .!:I.lili.!.) por parte de 

macr6fagos peritoneales de ratones tratados con O. 75 mg/kg/24 h de 

T-2 toxina durante 5 días consecutivos. La fagocitosis de bacterias 

se evalu6 cuantificancl'o el número de microorganismos viables después 

de incubarlos con las células fagociticas. 

Bacterias incubadas en soluci6n de Earle (•---•). 

Bacterias incubadas en solución de Earle con macróf agos provenientes 

de ratones inoculados con SSAF/etanol (0·" .. "0). 

Bacterias incubadas en solución de Earle con macrófagos provenientes 

de ratones tratados con T-2 toxina (..--0). 



53 

G, Efecto de la T-2 toxina sobre la reacci6n de IITR a DNFB. 
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FIG. 8. Incremento en el grosor de la oreja de ratones RALB/c que 

fueron retados con DNF13. Se midi6 la reacci6n inflamatoria a DNFB en 

los grupos de ratones tratados con diferentes d6sis de T-2 toxina. 

La reducción en la respuesta de H'l'I{ que se observa, está acompo-

ñada por una reducción en el peso "1el timo. Este órgano linfoide pri-

maria es depletado en zona medular, tras la aplicación de T-2 toxina 

a los animales. 



11. Efecto de la T-2 toxina sobre la repuración del tejido. 

Observaciones 

. . - ; . . . ' ' . ~ ' : ·. . ; - . 

La aplicación del> DNFD ~·ii 1á oreja ' del ratbn.' :i.nd uéc,, tina ,reacción 
',: .. : .. _·_,'( :.· j~~ ··- ~· ";.•' ~:·:·. ' .-: ' 

. . >~:;' / ; . , 

cicatriz en la dermis (Fotos 1 y 2},>l~ll'j~{fq~O :f se C>bserva prolife­

ración de fibroblastos, así comodc¡íós{Jc;,s ,d~<co~¿ge,na, multiplicación 
. :-, :.-.;. ::·:.~:;,<; -~· .. ' "- ..... ' ·~-'--

de pequeños vasos sanBuíneos e hipefpl.'ri$i.a d~ la>epider1;1is. (Aproxima-
.:.:;-., :~'..~~-:-</~'_-/·-~:-''.;__- ·:·_:, .'' ~ ' 

orejas de ratones no tratados con DNFB) •. ' 

Las orejas de los ratones tratados con 

, , . . .:· '. '',.;;.<:··>·.--'' .·:::'_:. ·'.':¡:··· \:''' ··-· 
se les aplico DNFil muestran unn reaccion fibrosa incremerifodái'/inde;... 

, .. , ... '\.;e:;\~;:::/_.:~:.:·--···;_'~.--:·.• 

p-.:ndientemente de la dósis de toxina administrada (Fot'..ásca'~!J'{{i~',i~~~(f¡.f~~~ 
~e;;. •'\~ -_.-"_:::.,. ;·,;-·.?.,~ -

ponden a O. 75 y 1.00 mg/kg/24h respectivamente). Ú1-,~ÜílÜ-;7 
,.;-~~-~-:\::,'..\ ;};_~_·:~ 

' , ·._ .. · -:·· . -~~-\. /~-~':-,:'_\~·\-

e:; mas delgada que en los controles y el numcr? qpif?}~l 
<:_:.;,:.,~~;¡,:;)-'-::¿,: 

·=~~> '.\::<\.;,: :·'L:L:. 
dermis es mayor. . i,; , ;'-+ , . 

Los cambios en el tejido conectivo. ele fa <ll,~~11j~~~~;,·~:R~l.uy~n un 

aumento en su espesor con respecto a los c;~t\~~J~¿j~t¡~~l~E?~t)'~} incre-
mento en el cnpcsor se debe n la intcnsu proliferi\C:l.9n)·d~ ;Jibroblostos 

y a los depósitos de colágena, ~:dJ"i",'.{t~f~~~tf~~t~~,E~E'"·,:;::,~ 
El aspecto de los fibroblostos en estos cortcsi~IÍJicte. del de los 

controles: presentan una mayor proporción de citoplmima, distintas 

propiedades tintorialcs y orientación azaroso {Foto 5). 

Todos estos cambios ocurren unicnmcntc en la cura externa de la 

oreja, tlonclc fue aplicado el DNFB. 
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FIG. 9. Efecto de la T-2 toxina sobre la reparación del tejido. 

A partir de los cortes histológicos se determinó el espesor del 

tejido conectivo y dd tejido epitelial. Se observo un aumento 

significativo en el espesor del tejido conectivo y del tejido 

epitelial en los orejns de los ratones tratado con T-2 toxina, 

con respecto a los controles. 
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Foto l. Oreja normal de ratón. Tinción H-E (xlúO). 

Foto 2. Oreja a la cual se le aplicó DNFB; 15 días después de la 

aplicaci6n. Tinci6n H-E (x160). 



57 

Foto 3. Oreja a la cual se le aplic6 DNFB. Provien~ de raton .ue 

ha sido tratado con T-2 toxina (O. 75 mg/kg/24h), Tinción 1-E (xH- i). 
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.. ··· 

Foto 4, Oreja a la cual se le aplicó DNFJ3, Proviene de 1:n rat6n que 

ha sido tratado con T...;2 toxina (l. 00 mg/kg/24h), Tinci6n 11-E (xl60). 
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Foto 5. Aumento (x400) de un campo de la foto anterior Tinción !I-E, 
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A. Efectos dt! la T-2 toxina sobre la actividad biol6gica de 

macr6fagos murinos. 

En la 6ltima revisi6n realizada acerca de la activaci6n de macr6-

fagos, D. Adams y T. Hamilton (1) definen y establecen las diferencias 

entre los conceptos de capacidades y funciones que poseen los macr6-

fagos. 

Def incn una capacidad como una simple carncterísticn o propiedad 

que se puede cuantificar bioc¡uimia o inmunologicamente como un rasgo 

especifico del metabolismo o de la estructura celular. Como ejémplos 

de capacidades están los receptores para Fe, exprc~sión del antígeno 

Ia, cantidad de u2o2 secretada y contenido de enzimas lisosomales. 

Una funci6n se define como la suma de varias capacidades para 

realizar una acción más compleja y que se puede determinar en un 

ensayo fisiol6gico. Entre las funciones más representHtivas de los 

macr6fagos se encuentran la cit6lisis de c~lules tumorales, citotoxi­

cidad de células tumorales dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocito­

sis, procesamiento y presentaci6n de antígeno y quimiotnxis. 

Las definiclones 1le capacidades y funciones permitirá comprender 

mejor la biología celular del macr6fago y el efecto de lu T-2 toxina 

sobre estas células. 

l. Actividad enzimática. 



úl 

a. Deshidrogenasa láctica. 

De acuerdo a la def inici6n descrita, las enzimas de la vín JóJnden-

Meyerhof f forman parte de una capacidad intracelular de los macr6f a-

gos. La mayoría de los macrófagos tisulares dependen principalmente 

de la gluc6lisis aeróbica para obtener energía (7 ). La lactato des-

hidrogenasa es una de la enzimas que intervienen en la glucÓlisis y 

se encuentra ampliamente distribuida en los tejidos (16)• Los niveles 

intracelulares de esta enzima proporcionan un indice aceren de la sin~ 

tesis de proetinas que se lleva a cabo en la célula. 

Ni los macrófogos incubados 1 in vitro 1 con T-2 toxina, ni aque-

llos provenientes de ratones tratados 'in vivo' con la toxina muestran 

una disminución significativa en los niveles intracelulares de esta 

enzima, independientemente de la d6sis. La viabilidad de las c6lulas 

tampoco se vi6 afectada después de los períodos de incubación 1 in 

vitro' con la T-2 toxina. Por otro lado, el número de macrófagos pro-

venientes de la cavidad peritoneal de ratones tratados 'in vivo' no 

varió significativamente con respecto a los controles. 

Estos resultados son corroborados con los experimentos de incor-

. ' d i ' · d d · i 14c L' 1 • • d6 · porac1on e am noac1 os ra iact vos- • ~n cam>10, estns mismas sis 

(O.Smg/kg/24h, tratamiento 'in vivo' y 0.125-5.0 ng/ml, 'in vitro') 

fueron capaces de inhibir la síntesis de protclnns y de ONA en c6lulas 

de bazo, médula ósea y timo de ratones tratados con T-2 toxina ( Sú. 

Los autores postulan que esta extremada sensibilidad se debe a los ba-

jos niveles de enzimas dcstoxificantes que tienen las células linfoi­

des o por la presencia de un receptor en la superficie de estas cé-

' 
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!ulas. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan estn hipótesis 

ya que los macrófagos y los linfocitos tienen un desrrollo ontogénico 

diferente, aunque las células progenitoras de ambos se deriven de la 

célula madre hematopoyéticn pluripotencial (28). Otra diferencia entre 

ambas células es que los macrófagos, a diferencia de los linfocitos 

poseen una gran carga cnzim6tica que pueda ser capaz de alterar la es­

tructura química de la T-2 toxina. Como ya se seílaló, esta molécula 

requiere tener su anillo ep6xido y sus sustituyentes intactos para que 

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

b. ~-Glucuronidasa. 

El aumento de las enzimas hidrollticas lisosomales es un rasgo 

característico de los macrófngos presentes en los sitios donde ocurre 

un proceso inflamatorio. Durante la resoluci6n d~ la inflnmnción los 

macrófagos son respommbles de remover a las células muertas y al 

exudado mediante fugocitosis y digestión enzimática (64). 

Hay varios evidencias ele que la oplicnción de la T-2 toxina indu­

ce un proceso inflamatorio; Lee et al. (38) reportaron que la aplica­

ción oral de T-2 toxina en el ratón produce citólisis del epitelio, 

edema y muerte celular en el estómago e intestino. Tres n seis horas 

después de la aplicación :-;u observaron en los tejidos un infiltrado 

de neutrófilos y monocitos. 

Por otro lado Yurom y Yagen (ú9) reportan que 1lcspués <le una 

aplicación de T-2 toxina (2 mg/kg) por vía intraperitoncal en ratas, 

se observa edema intersticial, hivcrcelularidad, hemorragia, edema y 



necrósis en la microvm:culatura. Los autortrn s111~il•rpn lllll' la nll'mhrnnn 

plasmática ele ln::i ct~lulns cnclotclinlcs l'S lo primera estructura afee-

tndn, hecho que induce muchos de los daiios dl'scrilos. 

El numen to en los ni veles ele ln enzima J ism1oma 1 )l-1:lucuronidasn · 
• ... ,1. 

(Fir,. 4) en macrófago::i ¡wrHonealcs d1? rutoncs trntwlos ctm 'l'-2 toxina 

indica el estodo de uctivación en 1¡11c se cncum1tra11 L'Htns có.lul:rn. 

Prohabl!!mente, CHl.e eHt:ulo de acti.vución es Hl'c:undarió ;1i 1lmio que 

, .· . .. .. : .·· 
produce In T-2 toxina mihrl' cel~1las. cpit.cl:~oles y l•ntlott•liah~s de los 

vasos sangu!ncos prc::l'lll e~ · cn lu cnv idac.1 pc?ri to1it•a·1. Fst e L•frc to no 

se observa en rnt.oru.rn ,qu(~. f'ucron inoc1~lndo~ con t•I lli:;~·,lvt•ntl' (SSi\F/ 

etanol), Postul<~mos que Pl efecto de lú ·uctiv.ac:if111 ;11' lo~; mm:rófagoH 

es secunclnrio al d:1f10 que produce sohn~ otrns d• I ill .uí yn 'llll' c1H11lllo 

se inc.uho 'in vitro' unn pohlnción ricu en 111ucrMago:; pPrit:onl':ile~, 

lo 'f-2 toxi.no no CH cnpnz de inclucir un num<•11\'11 .Hnhré In pn11l11cción 

de esta enzima 1Jnosomill (Fig~ 3 ). 

Sin ernhnrgo, no se p1u•1ll' d~·scartar la pmdhil id;1d dl' c¡11e ('! mN'n-

hol ito procluclclo 'in v.ivo', 1.a ll'l'-:-2 l.oxi.nn, ¡nwda t',jl'l'L"c.•r .alJtÍm l'fl'l'to 

1Johrn Ju poh.ladún mac:roft1¡:1'ca 1wi-it1111c<il .: l'ara proh.1r li:;t'a hipÓt.t'Í.:4 . " . " . . 
'" . 

1.•H ncceHriü r1:?nlizar lo::; 111.idmos CXJll'd~ic;1toH ·~·n:y .. iv~>.', .<-:':','.i.n.vil.ro' 
·. ,, 

... :·.:,''. 

1.•rnp 1 tmmlo 11'1'-2 tox i nn. , :.; 

•' •'• 

'. 
.. .. • ~ • '. ·:~ ~ ~:. • < 

L11 f<Jf:ocitosis de rnlc:riiorgnni.srnos ·y purl íc11la:: por porll' el<' lo:-i, 

fagocitos mononuc 1 ea fl'H y 111~11tróf i .los · e:.1lu J:l'nc:rn 11111.;11 l.t'. 111:imipa111ula por ... , 

-~ \ 



una reacci6n respirntor fo que resulta r.n lo rápida ut.iliznción y re-

ducción del oxigeno molccu lor pnra formar agua. En unn serie de proce-

sos bioquímicos se fornmn intermediarios poco estables como el anión 

supcróx.ido (0
2
-) y el perbxido ele hidrógeno. Estos compuestos reaccio­

nan entre si con raclicnl!!s hidroxilo. 'l'odou cstot-i metnholitos 

implicados en ln nc:tivi1lad mlcrobicidn que 
•. ',\'.;_,'·e· ·- '-,:, ··;,<~<· :~,:-~··.:: 

.. ".{:.~.:~;/{~ :·; _':{: -. ~·;·_ ·-~ (46 ) • . ' ,;.~ ;,\; ; 
'°· ··.'.{. ~);~:_-~ -·;;_. "/~~;·:·:.:'}~:;- :.".\ 

Lo f~enÓr~tfóh <(blf:.~';i y ·de otros productos 
---

la NADPll oxl.clasa, fü:t;l nctivaci6n se. puede 

cuando las células fagCJci tan zymosan 

forliol-miristato en). 
Se ha comparado ln cnpoc idnd de gc1wrnr o

2
-

fJC!r i toncalcs mur inos sin l'slimular y mac:rófugos 

lnclos con LPS bnctcrim10, c.•ncont.rnmlo nlvc!lcs de o
2

-

moyores en estos Úllimw; ( '"12) •. 

El aumento en Ja gc·11erncHm y lihcrución dl?l 

la fugocllosis 1fo ~ymowin <111c sc oh~wrvó (Jo'ig.<i ) 

provcnfontcR de rntotl<!H t1~11tndos indica un 
. . '· - ' . - ~- -- ----' - - ,_. _. ·-

que J 11 produce Ión 1lt! <111iim:1H J i~;nsoma 1 NI, 

] u.s. 

Cunndo r.e incuhnu>;~\¡¡;}'t>f11gos 
«: :..:~;-~:::_:_:_~'-'_,· \~S.-i-'"-· ·: 

metabolismo del oxír.c!iH> l:i encuentran también Yurom el :ti. 
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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 disminuci6n en esta cnpacidad 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 plasmática, así como de sus proteínas asociadas, Se ha postu­

lado que la toxina pueda interactuar con la membrana plasmática de las 

células y provocar cambios en la disposici6n de fosfolípidos de mem­

brana o bloquear receptores. Esta hip6tesis de interacción entre la 

T-2 toxina y la membrana plasmática está apoyada por trabajos recien­

tes (27, SS) que demuestran la actividad hemolítica de la T-2 toxina 

y alteraci6n en la función de la NADPH oxidasa. 

3, Fagocitosis. 

La fagocitosis es una de las funciones de los macr6fagos y re­

quiere de moléculas de superficie como son los receptores pnra Fe, pa­

ra C3 y para resirluos de monosa, fucosa o N-acetilgl ucosnmina (1). 

El aumento que se observa en esta función (Fig, 7) por parte de 

macr6fa80S provenientes de ratones trotados con T-2 toxinn correlocio­

na con el incremento de fagocitosis de zymosan que se obscrv6 en los 

experimentos de generación del anión super6xido, 

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

ron capaces de controlar la reproducci6n de las bucterias 'in vitro'. 
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4; Aet.ivi.iláa tunloricfdri. 

Los ma'crbii1ri~~·; •. c'imndo han sido ociecuadarilente e~t:Í.~uirit!Os, son 

capaces de,;:ú~1~·:;.2éitiihs.·• .tumorfiles· cll··· un, proc.~~ó'. ·~u~.I'c~lli~re de .. ia 
, . ·· . · ,· :~cs·i;1;,fr ·:·< , ... . ·.. • .. <. . , .);:'.! ·~ · •. : _·.~.{;.i;;·i}~S.i"'! ··.·· <,:: .··.·.. ·• 

union de celulas\iieóplasicns a la nienilfr~:ínE.ú del h1acfofril;6~ Y:·~Ké~/;Ú1' se-

creción d.~· ··•prod.~~·Cs··.· ..• l·í tic os. .Es .. tá .• in0t.~¡~g~i§~ij~f ciiW*~~·~4 .. ~9.e'.(.i~~~·~····· ét,i-
,. :,._:~_-:;,:,;·/. -'._ ·\:;:~:)f::.} ·,.,·_-. ,__ í····.,·----" · .... :i.:,.. '·. ,.; :c':'"T·.-_.< 

valen tes y 'ele ··1riolcclllris··<l.c sli1leftidrgr~h;::1r lnc1rihi-hrit' 'rcio;&thÜ/se. ha 
. -- " -. ·-· .· - .. ': ... '. -·,·_, - '·-.--- .· - .;-:. ·'-".·:. ,,::-.- ,, "• .. ,'.'.' .. •:'. ' -' : ·.- . . ' ~·"-,· -

post u lado la . pre.sef1da Jle·.~st.~{,¿cfü·9'.~~W~;·,tb6&noci111fcn~o gn}Ía· n1~n;bronu 
de la cH tila túmo/ril,, ;~ ;¡~,¡;~,::~~~f J\íkt ~~óbmi o su .. Jl~ ~ti tÍµfü;ii~ Ú>· 

:_~_,; c,f,~(':··~:\,c"~.·- ' 

El• mecanisni6·>tlc'.;1~~i!6~ hi6~,~~i~y;toi1·c:;¡ned1 un te el C.u11l~~~1;ctiii~2'r6tt1go 

mata a la cé~ula'..gJrn~iJ~iih~ 1'1:·'.'¡ir,:1lu~:i.6n y liberacibn de Í1~f1ffI>~~to~sa ·. 
---·-·=~~ ·;- .s;- ,_-,·<·.·o-e. . ... :.;"-';'-'".~'-~~:'-=""';":'.·'·~c.-_-;.::_~-:_. 

de serina · (32) ~ ·ca·s ·coraEl:~ris~i·~~f~~c!;::e~tír cnzinÍó ~~s()n: ·:i\~~·ó -·:111&Ié:2u:: 

lar de 40,0ÓÓ. c1~Íton~, -~s'ishcrba:áa ··por ~u~r6fagos y•,tlene :unn gran 
. !>-~'..~ -_, .. :;;{~;_·:¡;?:,, :•·-· 

afinidad· pot 'prbtd:f.lll'1~~;·¡ii'¿~[ári~'(i~;;~n·i~s d~lulas tumorales. 
, - -· . '~ -" _ _;; __ -.i. ' - • • t . ,;~,:::l - --

Hay. vuri~s' c1it[l;i'ig~,·.~1~iaeti vacilm ele 111ncrófaeos para <JUC estos 
.· .. --_<'t,:~:.::: ;:;=:.~;,;,;-,::~~;.;~ ,:/ /~,; ·, ;_..-.. 

sean cnpacc1~: g}~.;~%f~E:~~,~~k~~+~-~ tumorales. Lu rcspucRta n linfocinns es 

un evento neccs'1iI"i6tdíúiiKocurré .cturantc este proceso de activnción. 
~ . '• -;, :~~·:;:'.:.~~-- ::·~::,~,~-J;.:. :t;::~t·.: .. "- _:. -~ 

Este fenómcno':c1·ci :bc>gf;'J'fWbic),( col1 linfocit9s hn siclo demostrado con 
... - .. - --.-~?~~.}~:t~}},F~·:::-.-;. .. . . ·; . , - . 

experimentos en qub /~~;';fcc)Úier~ de la',,pr9sc~1cJtt?:;f~'• sohrcnndontes de 
,, ·' ''. :{:;/·'.;_::>·:·: ,,~ ' . ·: ··-<·--. 

cultivos de célul<{~): <fb 'titi~o p~ra la d~t:Gi~J:ió~;·~(rü mncrófngos y que 
- . .'; , "\ ·::-'..:.-.::: :C/ ,_;,• '. - l,~'·· ., " ·. ' 

estos sean ·cnpacbsi,<16?X;Xirsc a•céh1la~ :t~rii6tffrbs;?y~Í'isur.lus-(20, 21). 
:'·' -":;_~:< ;:_·:;;:;;._·-

alogé::cocl d:°! !~~~".i~~¿·~u~~~~i~~if~~t~~~~~~~~~t~W;t f l1f 11::r:r~11;~: 
- : •. ·"'<'~'~{~~ /,~~~~~-~[,\:' ~·--A~ -c.' e,'.--;'/"" ;- _.\,'-:_~f- '. :-''. ~ ~ \ f · '" ·•

1
·, ·-'i>.+'. .:''.··>~: .J.-¡' ;:",,:;.~,;L~;::">:· :- ,;- : '.:~·.'.· .'"i 

ratones C57Bl/CÚ~' :'s(f füF¡J~sct'ito ,qJ~'f,~t.tf~~Íftef:,;rif ·¿j,~;,~f~'ú~ff ~'ci{tifi~6 del 
·: . , ~ ' 
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plasmocitoma P815, el n6mero de macr6fagos peritoneales aumenta hasta 

10 veces con respecto a los controles (39). 

A pesar de que son los macr6fagos, las principales células.efec­

toras en este modelo, se requiere de eventos de cooperación con linfo­

citos T de ayuda (LyT 1+2-) para su eficiente funci6n. 

La reducci6n que se observa en esta función, en macrófagos prove­

nientes de ratones tratados con T-2 toxina depende de la d6sis (Tabla 

3). Este efecto sobre los mncr6fagos puede ser secundario a la inhibi­

ci6n que produce la T-2 toxina sobre la respuesta T-dcpendiente como 

ya ha sido reportada ( 49), Los autores encontraron, también, una res­

puesta inhibitoria dósis dependiente. 

Cuando los macrófagos son tratados 'in vitro' con T-2 toxina tam­

bién muestran un decremento en su actividad citolí tica. Esta activi 

dad, como la generación de o2-, depende de la estructura in tac ta de 

la membrana y de sus proteínas asociadas, hecho que pnrece alterar la 

T-2 toxina como ya se discutió anteriormente. 

B • Efecto de la T-2 toxina sobre la rencci6n de llSH. 

La hipersensibilidad de tipo retardado es un fenómeno inmunológi­

co dependiente de linfocitos T, manifestado por unn rencci6n inflama­

toria en el sitio de clcposici6n del antígeno, usualmente ln piel, y 

que alcanza su máxima intensidad de 24 a 48 horas después del reto .• 

Estas características sirven para distinguir esta hiperncns:ibi.liclnd 

de la inmediata y ele la reacción de Arthus que son dependientes de 
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anticuerpos y llegnn a su m6ximo en cuusti6n de minutos o pocas horas 

(26). 

El ratón, cuanµ o ha sido inmunizado, exhibe unu rencci6n de IlTR 

que es específica pura el a~tígeno si el lugar de aplicaci6n es en el 

cojinete de la pata o en la oreja (40). 

La sensibilización por contacto, usando compuestos como el DNFI3 

o el TNCB es un modelo que ha permitido conocer muchos aspectos acerca 

de la regulación de la llTR y de los mecanismos responsables en esta 

respuesta. 

En ln sensibilización por contacto, el nntíneno se une covnlcnte-

mente a proteínns de la piel c¡ue funcionan como ncarrcadorcs. Estns 

proteínas son procesa<lns por células presentadoras de nntígeno (CPA), 

siendo la célula de Langerhuns el candidato más viable pnra realizar 

esta función. Esta es unn célula dendrítica la+, particulnrmcnle ubun-

dante en la epidermis y que se encuentra en el sitio de aplicación del 

andgeno cuando se induce una respuesto de sensibi Uclml por contacto 

(6). Lo presentación del antígeno a linfocitos T requiere de lo par-

ticipnción de moléculns clcl complejo mayor ele histocompntihilidad, 

clase JI (Antí~cno Tu) (6). 

Las células Ly'l' 1+2- son lns responsables de mediar Jn reucci6n 

de llTR. Regulan lo li.heración de scrotonina por parte de células ceba-

das, lo que causa la clHatación de los vusoH sanguíneos pcrmi tiendo 

el paso de leucocitos circulnntes a los espacios cxtravnsculnres. Lo 

activación de linfocitos T resu]ta en la producci6n do factores solu-

bl . , f. , f. l t, , ] . f . es 1ncspcc1 1cos y cspeci ·.1.cos para e nn ·1.geno, ns1 corno in ·oc1m1s 



(25·,26) •. ' 

La reacción inflamntorjn que se produce después lid ruto llega 

a un máximo 24 n 48 .ho~nf despllés · de este. El cx<~mcn histo16gico 

muestra inf il troción dJ' la cl~°t111is con ·células mononuclenres y poli'."" 

morfonuclearcs. En .. ofil·~rg~'..ú~P~";:húy <edema, clesprcnclimicuto <le las 

cé1u1as ele la epiclci~Y~D{v···¡1g~~~~~~·~·(11J •. 
En la Fip,ura s.~·¿d)'obS'Jr.y~\fnh:l.bición en ln reacción de IITR en 

,, >·· ~ _ .... - ·.:. ·':«.·-I~· ·. ·- · .. -· , . -. , 

ratones tratados con '',¡.2·1.·~·~oxi~~ ;;¡~cl~pcntlicntemente de la dósis~ · Ln 

::·,.L~·:;pJt;,, .. :;i~~n: . . .·. · .. ·~ > 
inhibición de esta rri~¡itiés~a;9;~sta.~nc()mpañada. por una rcducci9n E;?n;•el 

..,._ :-..~; •. :· ------~>·~- .-;-. ~ <: ;- ·---~ 

peso del timo; la r8ai:~cl:6'n'~;~W.'.~~.·;w~~oJ .. dcr/cste ...• órúai1C> l;ihtg{<l¿/y·a···· 
·- ; _;_:: - --~· - -., .:. - . -- \ .. , ·-:r ·-··- ~ 

' - . --

había .que es 

fácil toxinn 

. ' . . 

Los daiios los linfocitos ·f: y 'ln 
--· ,:·:~2,. -

suprcsiéin que in<l~1cúCsB'ti~í~? ~d~p~c~tns ·T-clepcnclicntcs•'hi;:'>4,~.~crit.Os 
·· ~_.,==~~;-:, - -, '.e-"°~~-~>+-~"'-__:-> · --~---~-> ~-~-;:o_f;+~?-~:-#{!Li;~L·~;-.__{~~~::;__ :~ 

( 49, 51) son corroborri<los) co11 los resultados de cstn iT1~üst:igad6n. 
, -~··:z.:.;),.; :::~, ::·. -, ;·:-.,',. ·-:-: I , :.:; /·- .i'.-'.';:· :;"r'.:'.!' ;_.'.:_:'.-_/ .. ; 

Otro trabnjo hecho .(!~: c,ste loboratodo ilcmo~tro que la 1,¿2.)~()Xino es 

capaz de inhibir •'i1i''.fV.itr9 •. lu prmluccitm de IntcrlcubÍ~~;--~ (IL-2) 

por parte de cé l ~l¡¡'~~;t 1'1\i11~nuclcnrcs humanas provenientes <le sangre 

periférica humana c¡11~>;'~~<manticnen en cultivo, Esta ~alta de pro-
." 

ducción de JL-2 se ref).'ejtt;, 1ih vivo' como un clcficipntc rcclutmnicnto 

celular para llevar ,ir C:nbo. la reacción de hipcrscmdbiÍiclatl tipo re­

tardado <1sí corno del rcclu.1z6 cld aloinjcrto ele ¡lici (49). 
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C. Efecto de la T-2 toxina sobre la reparaci6n del tejido. 

La reparación del tejido dañado después de un proceso inf lomato­

rio involucra lo remoción de células muertas y del exudado por diges­

tión enzimática y fagocitosis. Estos eventos son seguidos por el 

reemplazo del tejido daiiado o muerto por parte de células derivadas 

del parénquima o por elementos del tejido conectivo. 

Cuando proliferan elementos del parénquima, el proceso se llama 

regeneración y resulta en la restauración completa del tejido origi­

nal. Pero cuando la principal contribución es hecha por. células no 

especializadas del tejido conectivo, ocurre fibrosis y cicatrización 

y el proceso se llama reparación (64). 

Una vez que los macrófagos han fagocitado las células muertas, 

hay multiplicación de los vasos sanguíneos y oprirecen fihrohlastos en 

el 6rea lesionada. Estos son c~lulas bipolares con abundante citoplas­

ma, nucleo alargado y extremos terminados en punta que se disponen en 

dirección perpendicular a las asas capilares rccien formados (9). La 

matriz gelatinosa amorfa, que al inicio, sostenía a los elementos pro­

liferantes desaparece conforme las primeras f ibrillas de colágeno son 

producidos por los fibroblastos (64). 

Este proceso de formación de tejido fibroso se observa en los 

orejas de los animales controles a los cuales se les aplic6 DNFI3 

(Foto 2). 

Este patrón en la reacción fibrosa se ve dramaticamentc alterado 

en las orejas de los ratones a los cuales se les aplicó DNFB y se 
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trataron con T-2 toxinn. Para comprender los fenómenos que ocurren. 

en este caso es necesario estudinr la reacción fibrosa durante todo 

su desarrollo, es decir, desde la reacción inflam~torio que se pro-

duce al aplicar el DNFB. 
" -··,/-:>~·:.\<. 

·-· .. '-'.':;:·· .. · 

_,- .• .. ~ 

Las observaciones reportadas en este trabajo ~~rri2~¿k~~~lilr' ~ie~~ 
:·~· .; '.>,:¡;i ""./:":·,,:~'' . :-;~ -

do investigadas, lo que constituido un. ~ocIAI,A:':fi~~~y;'1':f@6'r~séÍ~t§ten 
patologfa expcrir:1ental para el estudio de 1k1 f~d¿c.Íb;~;,~j"IJ1:osti/ ···. 

?>·:·~.-· 
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1. La T-2 toxina, a las dósis t:!mplendas en este trabajo, no 

inhibe la síntesis de proteínas en macrófagos 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 plasmática en macrófagos peritoncalcs murinos. 

3. El estímulo de ruacrófagos peritoncalcs de ratones tratados con 

T-2 toxina pnrece ser un efecto secundario, más que la activación 

directa de estas células. 

4. La T-2 tox:i.na inhibe la respuesta inmune en que se requiere 

la cooperación de linfocÚos T con otras c6lulas del sistema inmune. 

5. La T-2 toxina, por su cfocto inhibitorio sobre ln reacción de 

hipersensibilidad du tipo retardado, puede ser empleada on modelos de 

investigación que tengan como objetivo el estudio de ln regulación 

de esta reacción inmuno1Ógica. 

6. Se puede emplear, como ya se estableció, en modelos de pato­

logía experimental en el estudio de ln reacción fibrosa y reparación 

del tejido. 
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Independientemente de las conclusiones obtenidas por el trabajo 

experimental, es importante hacer 6nfasis acerca de los conocimentos 

y perspectivas que se tienen en M~xico sobre las micotoxinas. 

El Dr. Ernesto Moreno Martínez ( 44) estahlcce está situaci6n en 

el siguiente texto: "En México se ha realizado poca investignci6n 

sobre las mico toxinas, sin embargo, frecuentemente se han observado 

brotes de micotoxicosis que afectan la producci6n animal. Es necesario 

determinar qu6 micotoxinas prevalecen en nuestros granos para definir 

la magnitud de este problema en nuestro país. Es necesario, asimismo, 

contar con un efciente sistema de inspecci6n que certifique lo calidad 

sanitaria de los granos de importaci6n con respecto a la presencia de 

las micotoxinas, como sucede con nuestros productos de exportaci6n. 

En esta área se requiere investiBaci6n b6sica, aplicada y tecno-

16gica enfocada a resolver los problemas prioritarios relacionados con 

la producci6n pecuaria y con la salud pública." 
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A N E X o 

I. Toxina y reactivos usados paro las determinocionos bióquímicas 

T-2 toxina 

5-cloro-2-to l uencl :iazonio 

Citocromo e (Tipo VI) 
Rene ti vos parn la de tcrminac:i.6rL. . ' ~.~ > 

". -~· . '., 

de LDll 

CK- naf til acetato 
- ~. ~!·.<·'~'~,,'.· . "·,, '' 

· .·· ?i8inii) . 
p-ni trofenil-J~-D-glucurónidó ... ·. s:f¿ll1iFS/ 
Supcr6xido dismutasa 

Zymosan A 

Il. Medios 

Para células: 

RPMI 1640 crüca········ 
Suero fe tal hovino Flów< · 

,,.. . 

Sol. Pcnicilim1/fü->treptomic~~n GJD~o.< 
L-Glutamina .·· ·. ·. Giilch 
Bicarbonato de sodio . >GYnc;b 
Aminoácidos no 

. Para bacterias: 

Hrni.n & llcart Infusi on (JJllT) DTFCO 

Agar Nutritivo Hlox6n 

No • 
. _,, .. ·.<-"..- ;::-.'~.: 

·t~4sa'7 ·· 
F-1500 ; 

.• C~775.2 

. N-8Sllt.: • 
·.··N-1<>27' • 

s.-8254 

Z-4250. 

430:..1aoo · 

2~)-101-54 

(ili0-5145 

320:-5030 

895-1810 

320-1140 

0491! 

104-1 



III. Aparatos y Equipo, 

Campana de flujo lamihar 

Centrifugo refrigcradn 

Contador beta 

Contador gammn 

Espectrofotómctro 

Incubadora 

Micrór.1etro 

Microscopio de luz 

Potenciómetro 

Morca 

Baker 

Bcckmnn 

P:íckorll 

.Abb~fLab~· 

... ·: -

·· ·.MiFt/t&~º'.fr(/ '. , 
·AmcriénnOptical 

Modelo 

B..,315 

TJ-6 
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Tri Carb 300 

Autologic 

Spcctronic 

No. 7300 
2071·· 

. 3500 
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