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TABLA DE ABREVIATURAS

PHA Fitohemaglutinina.

Con=A Concanavalina A.

PWM Pokewesd mitogen o
fitolaca americana.

CMI : Innunidad Celular.

cpa Cuentas por minuto.

GVH Injerto contra huésped.

DTH Hipersensibilidad de tipo
retardado. .

SIDA Sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida.

IP Intraperitoneal.

ECA Antigeno comin de las entero~

. bacterias.

TNF Factor necrosante de tuzmores.

MTT Dimetil Tiazol Tretazolium.

Tn Linfocito T colaborador.

Ts Linfocito T supresor.

* DNA Acido desoxiribonucleico.

RNA Acido ribonucleico.

RNAn Acido ribonucleico mensajero.

IL-1 Interleucina 1.

IL-2 Interleucina 2.

PGE Prostaglandina E.

TCGF Factor de crecimiento de las
células T.

CFS Factor estimulador de colonias.

LPS Lipopolisacdridos.

HIV . Virus de la inmunodeficiencia
humana.

ELISA Ensayo inmuno enzimético.

BSS Solucidn salina balanceada.

SSI Solucidén salina isotdénica.

PBS Solucidén balanceada de fosfatos.

SDS Dodecil sulfato de sodio,

POP 2,5 Difenil oxazol.

POPOP [P.bis (2-5-fenil oxazol)]-
benceno.

PAF Factor activador de plaguetas.

cs Quinto componente del sistema

complemento.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

El progreso clentifico y tecnoldégico de las ultimas décadas
ha contribuido decisivamente al desarrollo de la inmunologia.
Hoy en dia, esta disciplina ya es independiente de la especialidad
que le didé origen, la microbiolegia, y ha establecido nuevas
interacciones con otras Areas importantes como la genética, 1la

bioquimica y la medicina.

Dbn hechos caracterizan el desarrollo acelerado de 1la
inmunologia. El primero consiste en un aumento considerable del
conocimiento sobre las bases moleculares qua tiene la
especificidad de 1a respuesta del sistema inmunitario. El
segundo son las aplicaciones de estos nuevos conocimientes, ya que
han resultado sumamente \tiles para resolver diversos problemas de
salud y para mejorar la calidad de la vida de numercsos pacientes.
Se pueden mencionar, por ejemplo, la prevencién de enfermedades
infecciosas mediante vacunas y la disminucién de los rechazos de
los drganos transplantados con la ayuda de los tratamientos

inmunosupresores.

No obstante, actualmente existe una gran cantidagd de
enfermedades gque no tlenen un tratamiento especifico y efectivo.
Todavia existen enfermedades gque se pueden denominar incurables.

En algunos de estos casos los enfermos tienen, al menos, 1la



posibilidad de recibir tratamientos que, al estimular o suprimir
la respuesta del sisteza inmunitario, pueden  reducir
significativamente 1la incidencia de una larga serie de

complicaciones y, ademis, r las pectativas de vida a

pesar de que la enfermedad primaria no puede ser eliminada.

Sin enbargo, al aumentar los afios de sobrevida de las
personas con enfermedades incurables se ha observado que entre

ellos ha tado la fr ia de infecciones causadas por

microorganismos oportunistas y, paralelamente, la instalacién de
un deterioro fisico progresivo que conduce a la caguexia y que ha
sido denominado "desgaste". En todos estos casos se combinan
una serie de transtornos del metabolismo, que no permiten 1la
utilizacién adecuada de la energia de los alimentos, con dlvafsos
grados de alguna deficiencia >dcl sistema inmunitario y con las

consiguientes infecciones recurrentes asociadas.

Las inmunodeficiencias adquiridas y 1la caquexia son dos
problemas de salud actuales que frecuentemente se encuentran
asociados y que han generado una gran cantidad de trabajos de
investigacicn. Una parte importante de ellos estd dirigida al
estudio de los mecanismos inmunoiéqicos dafiados y al ensayo de

diversos procedimientos profildctices o terapéuticos.

En el Laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de

Biologia de la Facultad de Quimica, UNAM, se ha desarrollado el



modelo experimental de una enfermedad desgastante de evolucion
transitoria. Esta enfarmedad experimental se puede inducir en
ratones de un mes de edad cuando, durante sus cuatro priperas
semanas de vida, se les inyectan bacterias muertas por via
‘intraperitoneal. A causa de su curso transitorio y por la edad
de los animales utilizadss, la inmunodeficiencia inducida no
resulta comparable a la que se observa en los pacientes con
enfermedades incurables. MiAs bien, después de las inyecciones
con bacterjias muertas, los transtornos inmunoldgicos de los
ratones y sus elevadas tasas de mortalidad parecen reproducir las
complicaciones inmunolégicas y el deterioro fisico secundario a
las infecciones graves, particularmente las que se observan en los
nifios, recién nacidos y lactantes. Esta situacién le aifade una
importancia particular al modelo animal, ya que la mortalidad
infantil mis elevada se observa durante la edad perinatal o 1la
lactancia y resulta una consecuencia de infecciones, agudas lo

recurrentes.

En la literatura consultada respecto a esta enfermedad
desgastante experimental, =solo se han encontrado muy pocas
referencias sobre el estado de la inmunidad celular de los
animales. Ademas, 'en las pocas observaciones que existen
publicadas, llama la atencién la aparente paradoja de los animales
que tienen un timo atréfico y que, sin embargo, conservan una
buena respuesta de los linfocitos T para rechazar aloinjertos o

inducir una reaccién injerto contra huesped.




La primera parte del presente trabajo trata sobre 1la
estandarizacién de una técnica colorimétrica para medir 1la
respuesta inmpunitaria que depende de los linfocitos T. En su
segunda parte, esa técnica se aplica para el estudio de 1la
inmunidad celular en animales recién nacidos que han sido
desgastados mediante la inyeccién intraperitoneal de bacterias

muertas.



CAPITULO 2{ ANTECEDENTES.

2.1. ENFERMEDADES DESGASTANTES.

El término "desgaste" comenzé a utilizarsae aproximadamente a
mediados del presente siglo para referirse a enfermedades crénicas
y/0 degenerativas caracterizadas por una pérdida de pesc
progresiva que terminaba en caquexia (1). Una buena parte de
estos casos aparecieron como una consecuencia del descubrimiento
de los antibidticos, ya que el tratamiento de las infecclones
recurrentes contribuyé a prolongar la vida de numerosos pacientes
con enfermedades incurables. De este modo, el control de las

infecciones permitid que algunas personas sobrevivieran hasta

alcanzar atapas muy av. d de enfermedad que por lo general

terninaban con un deterioro fisico muy acentuado. En el pasado,
los procesos "desgastantes" mas conocidos estaban representados
por algunas enfermedades degenerativas. Actualmente, el
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) constituye el

principal ejemplo de un "desgaste" fisico e inmunoldédgico (2).

Las primeras observaciones que relacionaron el desgaste
corporal con alguna deficiencia inmunolégica fueron algunos
trabajos experimentales realizados sobre animales de laboratorio,

al final de la década de los afios 50 y al comienzo de la década de



los 60. En esa época se describieron los primeros sindrozes de
%"encanijamiento" en ratones recién nacidos a los cuales se les
provocaba una reaccién injerto contra huésped (GvH) mediante el
transplante intraperitoneal de linfocitos isdélogos (3). Mas
adelante, Miller (4) observé las nismas manifestacionss del
desgaste despuds de la extirpacién del timo en ratones raclén

nacidos.

Algunos autores (5) encontraron similutudes entre el cuadro
clinico de 1los ratones recién nacidos que habian lid(.)
timectomizados o que desarrollaban una reaccién GvH después del
injerto intraperitoneal (IP) de linfocitos. En los dos casos

los animales estaban desnutridos e inmunodeficientes.

Inicialmente, en 1962, Simonsen (6) propusc que se deberia
denominar encanijamiento (runting) al deterioro fisico e

inmunolégico de 1los animales recién nacidos, cuando eran

ti‘ tomizados o c do se les provocaba una reaccién GvH. Este
encanijamiento implicaba un retardo en el crecimiento, un
deterioro inmunoleogico que no pudo ser caracterizado en aquellos
afios y una emaciacién progresiva de los animales jdévenes. éegﬂn
Simonsen (6), el término desgaste (wasting) se debia reservar para
otras situaciones en las cuales 195 animales, adultos, presentaban

una pérdida de peso sin retrasar su crecimiento.

En aquellos afos se propusieron diferentes hipdtesis para

explicar los - mecanismos involucrados en el dafo tisular de los



animales ijados o desgastados. Las teorias mis discutidas

fueron las que relacionaban la aparicién del sindrome con las
infecciones adquiridas durante los procedimientos de induccién
(timectomia y la inyeccidn IP de linfocitos). Otros autores
(7) opinaron que las infecciones aestaban causadas por

microorganismos oportunistas y gque el desgaste era una

ia de la ptibilidad del animal a las endotoxinas de

las bacterias Gram negativas del tubo digestivo.

Varios afos mas tarde se informd que otro sindrome, similar
al encanijamiento, podia ser provocado en ratones recién nacidos
cuando se les inyectaba con bacterias muertas o con endotoxinas
{8). Una vez més, al discutir la etiopatogenia de este nuavo
sindrome se propusoc (9) gque las infecciones por microorganismos
oportunistas eran las responsable del deterioro fisico e
inmunolégico de los animales. Este punto de vista estuvo apoyado
por las observaciones en favor de que el tratamiento con
antibidticos (10) o 1la ausencia de microorganismos en el tubo
digestivo (11) impedian la aparicién de las enfermedades
desgastantes experimentales. Observaciones mids recientes (12)
nos han revelado que, en los animales desgastados mediante
inyecciones de estafilococos muertos, las bacterias Gram-negativas
del intestino se translocalizan hasta los ganglios linféticos

mesentéricos. .

En el Laboratorio de Inmunobiologia de la Facultad de

Quimica, el mismo sindrome ha podido ser reproducido en ratones



recién nacidos inyectados IP con un hapteno relativamente inocuo
que se encuentra presente en casi todas las bacterias Grams
negativas (13). Otros autores informan gque ellos han provocado la

aparicién del desgaste en rat a los cuales se les extirpan

algunas gléndulas de secrecidén interna (14).

En los uUltimos afios se ha desarrollado un considerable

interds por la caquexia y el d te que aparece sn las etapas

terminales de las enfermedades crénicas (15). Algunos
experimentos han demostrado que la deficiencia de zinc en la dieta
de ratones les provoca un estado de inanicién similar al desgaste
(16) . Otros trabajos han comprobado que la inyeccidén de la
citocina conocida como caquectina o factor necrosante de tumoras
(TNF) también puede inducir el desgaste de los animales (17).
Finalmente, varios trabajos mids han encontrado que, al menos en el
caso de los ratones cancerosos, estos animales producen una serie
de factores lipoliticos cuya concentracién en el suero se

correlaciona con su pérdida de peso progresiva (15).

No obstante los objetivos de los trabajos anteriores, el
desgaste f{sico no resulta exclusivo de personas y animales
adultos con cancer y otras enfermedades croénicas. Los nidcs
también se desgastan y, mientras menor sea su edad, lo hacen mucho
mAs rapidamente que 1los adultos. En muchas ocasiones, una
simple infeccién grave (sarampidén o septicemia, por ejemplo) puede
provocar un considerable deterioro fisico e inmunolégico, asi como

un retraso significativo en el desarrollo corporal. La imagen



del timo hipoplasico resulta un comin denominador para todos los
nifos que mueren en estas condiciones. La susceptibilidad a las
infecciones y su presentacién sucesiva en una forma recurrente,
asi como la pérdida de peso que progresivamente puede llegar al
desgaste (18), son complicaciones temibles porque tienen cifras de

mortalidad muy altas.

2.2. INMUNIDAD DEL ANIMAL DESGASTADO.

El estudio inmunoldégico del sindrome del desgaste
generalmente significa enfrentarse a una serie de problemas. Uno
de ellos consiste en que, inicialmente, las enfermedades
experimentales desgastantes nunca llegaron a ser caracterizadas
completamente desde un punto de vista molecular. Por otra parte,
como el desgaste podia ser inducido mediante la aplicacion de
varios procedimientos (3, 4, 8, 13, 14, 16 y 17), quedé la
impresién de que cada modelo podia tener algunas alteraciones
inmunolégicas particulares y otras comunes, Asi por ejemplo,
los animales recién nacidos que habian sido timectomizados (4),
que presentaban una reaccidén GvH (3) o que tenian el sindrome del
desgaste inducido por vacunas estériles (8), se encontraban
inmunocomprometidos en una forma diferente, aunque todos ellos
manifestaran los mismos signos y sintomas generales de 1la

enfermedad.



Otro problema que aumentaba la variapilidad de las
alteraciones 1nuunoiéq1cal del animal desgastado era el sinergisac
Qque qcncruilcnt. se astablecia entre el desgaste fisico de un
organismo y la compstencia inmunolégica del mismo. Todos los
animales desgastados estaban anoréxicos y gravemente desnutridos,
alcanzando un peso corporal que era aproximadamente un 40% del de
los animales sanos. Fue evidente entonces que, asi como el
desgaste [ la caquexia podian repercutir sobre la
inmunocompetencia de un organismo, asi mismo algunas deficiencias
inmunolégicas y las infecciones recurrentes asociadas tambien
podian conducir al deterioro fisico del cuerpo. La pérdida de
peso, la inmunodeticiencia Yy la translocalizacién de
enterobacterias aparecian como las causas, pero tambien como las

ias, del desgast inmunoldgico progresivo que se

observaba en personas enfermas y en algunos animales de

laboratorio sometidos a diferentes condiciones experimentales.

Era y continla siendo evidente que no se puede obtener un
perfil immunoldgico caracteristico que sea comin para todas las

diferentes enfermedades o condiciones experimentales desgastantes.

El modelo que se estudidé en la presente tesis es el desgaste
de ratones recién nacidos que son inyectados intraparitonealmante
con estafilococos muertos, segin ura modificacién (19) al
procedimiento propuesto inicialmente (8). En estos animales se
presenta una serie de alteraciones macroscépicas en los érganos
linfoides primarios y secundarios (atrofia del timo, de la médula

6sea y de los ganglios linfaticos, asi como esplenomegalia) que se

10



acompafian de una profunda depresion en la produccién de
anticuerpos (19) y una franca disminucién de la tolerancia hacia
los antigenos administrados por via oral (20), sin que se
nodifique 1la reactividad de 1los 1linfocitos para rechazar
transplantes (8) o inducir una reaccién injerto-contra-huésped

(21).

A pesar de que en este modelo experimental se presenta
constantemente una atrofia del timo y de que ésta ha  sido
considerada un aspecto fundamental del desgaste (14), los estudios
realizados hasta ahora no demuestran ninguna alteracidén en la
respuesta dependiente de los linfocitos T (8, 21). Esta es la
principal razén por la cual estamos interesados en conocer la
capacidad que tienen los linfocitos T de los animales desgastados
para desarrollar una respuesta proliferativa cuando son

estimulados con mitégenos.

La otra razén proviene del significado biolégico de la
funcién de los linfocitos T. La respuesta de estas células
estd intimamante involucrada con la actividad de ‘“mecanismo
defensivo" que tiene la respuesta inmunitaria. Generalmente,
una disfuncidén o una depresién de la funcién de células T se
relaciona con un aumento en la susceptibilidad a cilertas
infecciones por micrcorganismos oportunistas. Y, como ya se ha
mencionado en parrafos anteriores, las infecciones recurrentes son
una de las brincipales caracteristicas de los animales desgastados

y han sido relacionadas directamente con la etiologia del

11



de'torioro fisico e inmunolégico de los mismos (12). otra
razén para justificar el estudio de los linfocitos T se encuentra
en algunos resultados obtenidos recientemente (22), los cuales
demuestran la utilidad del zinc para atenuar e.l dafio inmunolégico
del desgaste. Este elemento traza gue puede actuar como un
inmunoestimulante es también un cofactor indispensable para la
proliferacién de los linfocitos T en el timo y para la expresién
de la actividad bioldgica de la hormona _tlnuuna.

2.3. INMUNIDAD CELULAR.

La inmunidad mediada por células (CMI) es un término .
utilizado - para describir varias reacciones focalizadas,
generalmente dirigidas contra microorganismos patdgenos de
localizacién 1nt£acelular, que dependen de linfocitos T, de
macréfagos y de varios productos solubles liberados por estas dos
poblaciones de células, en ausencia de anticuerpos (23). La
clasificacién de inmunidad humoral y celular resulta un poco
artificial porque la respuesta del sistema inmunitario contra
cualquier antigeno involucra simulténeamente los linfocitos T y B.
Por otra parte, cualesquiera de las dos respuestas, T o B, tiene
un componente celular y otro humoral formado por las moléculas
solubles que se 1liberan de las dos poblaciones de células
linfoides o de varias células accesorias. En los animales de
laboratorio, la timectomia neonatal detiene 1la formacién de
linfocitos T y provoca la aparicién de una deficiencia de 1la

inmunidad celular que tiene caracteristicas inmunolégicas propias

12



Y que no compromete la sintesis de los anticuerpos. En las
aves, la bursectomia neonatal provoca la aparicién de otra
inmunodeficiencia diferente, de los linfocitos B y compromete la

produccién de anticuerpos sin afectar la inmunidad celular.

Para evaluar la inmunidad celular generalmente se estudian
algunas funciones que dependen de los linfocitos T. Existen
diferentes procedimientos de laboratorio que permiten medir
distintas respuestas de los linfocitos T cultivados jin yitre.
Por otra parte, la inyeccién intradérmica de algunos antigenos
permite obtener reacciones de hipersensibilidad cutdnea de
aparicién retardada (DTH) que también resultan utiles para evaluar
la competencia de los linfocitos derivados del timo (24). Otra
forma de estudiar la CMI, en animales de laboratorio, consiste en
la inyeccién de linfocitos T en animales receptores
inmunosuprimidos, inmadures o inmunoincompetentes, de tal modo que
aparecen las manifestaciones de una reaccidn
injerto-contra~huésped (GvH). La medida de estas reacciones
(indice esplénico o indice popliteo) también resulta un buen

reflejo de la competencia de los linfocitos T injertados.

Entre las pruebas realizadas in yvitro para la evaluacién de
la CMI se encuentran los anilisis de la proliferacién de los
linfocitos estimulados con antigenos o mitdgenos (25), 1los
andlisis de la produccidn de citocinas (26) y los andlisis de la
citotoxicidad mediada por linfocites T (27}.

13



Existen varias diferencias entre los resultados obtenidos de
las pruebas realizadas in vivp e in wvitro. la principal
diferencia entre el anAlisis de la proliferacién celular in yitxo
y la respuesta de hipersensibilidad tardia intradérmica (DTH) o la
reaccién GvH radica en que dependen de diferentaes subpoblaciones
de 1linfocitos T. En las reacciones jn yivo DTH y GvVH,
solamente un subtipo de células T, denominado Tt es8 el
responsable de la respuesta (24). En cambio, en las pruebas gque
estimulan la proliferacidén celular in vitro, todas las células T
con capacidad de unirse al antigeno o al mitdgenoc son capaces de
aumentar su metabolismo y su tasa de multiplicaciones cuando se

encuentran en las condiciones propicias para hacerlo (28).

Actualmente, con el desarrollo de la inmunologia molecular
se han propuesto nuevos métodos para la evaluacién de la CMI por
medio del estudio de la proliferacién in vitro de subpoblaciones
de linfocitos T estimuladas especificamente. Los métodos mas
utilizados incluyen el uso de anticuerpos monoclonales especificos
para una clona determinada de células T y la utilizacién de
antigenos altamente purificados, dirigidos contra una clona con
receptores especificos (29, 30). Sin embargo, el uso de
lectinas, como mitdgenos inespecificos para la evaluacién de la
proliferacién de los linfocitos T, sique siendo un método gque
proporciona informacidén imbortante sobre la CMI en diferentes

modelos experimentales y en humanos (25, 31).

14



2.3.2. PROLIFERACION DE CELULAS T IN VITRO.

En los animales vertebrados, la respuesta de los linfocitos
T estimulados por antigenos se caracteriza por un clcle de
crecimjento y divisién celular conocido como transformacidn
linfocitica o linfoproliferacién. Este fendmeno también puede
ser observado in vitro, en un cultivo de linfocitos T, mediante la
adicién al medio de antigenos especificos o sustancias con

actividad mitogénica (28).

Algunas proteinas llamadas lectinas, que son extraidas de
diversas plantas, tienen la capacidad de unirse especificamente a
varios carbohidratos gque se encuentran en la superficie de 1la
membrana externa de diferentes células. Al unirse a 1los
carbohidratos de la membrana celular, algunas lectinas son capaces
deaglutinar eritrocitos y varios otros tipos de células.
Existen lectinas gque, cuando son afiadidas a cultivos de
linfocitos, estimulan el crecimiento, la diferenciacién y la
proliferacién de estas células, es decir actuan como estimulantes
de la mitosis y, por esta razén, han sido denominadas "mitdgenos®

(28, 32).

El efecto mitogénico de estas lectinas puede ser medido por
conteo de los linfocitos que aumentan de tamafio, que se
transforman en blastos o que se encuentran en alguna de las fases
mitéticas en las cuales es posible observar los cromosomas (28).
Otros procedimientos consisten en determinar el incremento en la

incorporacién de timimidina o uridina marcada en el DNA o en el
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RNA respectivamente (33) y, también, en medir la tasa de
incorporacidén del aminodcido leucina, marcado radiactivamente, en
las proteinas que la célula sintetjiza. Mosman (34) fue el
primero en introducir el usc de un método colorimetrico, la
reduccidén de sales de tetrazolium (MTT), para medir el efecto de

la estimulacién mitogénica en células cultivadas.

Los linfocitos cultivados que son estimulados con mitdgenos
manifiestan las mismas caracteristicas funcionales que los
linfocitos estimulados con antigenos (32). La diferencia entre
estas dos situaciones radica en el numero y la especificidad de
los receptores en las clonas de linfocitos activados. Mientras
un antigeno activa solo aquellas clonas de células que llevan el
receptor que puede reconocer sus epitopes, las lectinas, en
cambio, activan muchas clonas que tienen diferentes receptores con
distintas especificidad hacla varios antigenos. Por esta razén
los mitégenosse denominan activadores policlonales. Sin
embargo, los diferentes mitdgenos no activan la totalidad de las
poblaciones de linfocitos que se encuentran en el medio de
cultivo. Algunos mitdgenos sole activan ciertas subpoblaciones
de linfocitos T o B y, en general, se puede decir que solamente
estimulan una tercera parte de las poblaciones celulares sobre las

cuales actuyan.

Los tres mitdgenos mas frecuentemente usados en los
laboratorios de inmunologia son la Concanavalina A (Con-A), la

Fitohemaglutinina (PHA) y la Fitolaca americana (PWM). La
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Con-A, 1la lectina utilizada en este trabajo, es un mitdgeno

especifico para los linfocitos T.

2.3.3. FACTORES QUE MODULAN LA PROLIFERACION DE CELULAS T.

Para que una respuesta inmunitaria sea efectiva se requiere
la fagocitosis y digestién enzimatica del material antigénico, su
presentacién sobre la membrana de la célula que lo ha procesado,
su reconocimiento por 1los receptores de 1los linfocitos vy,
tfinalmente, una serie de eventos bien integrados que involucran la
participacién de diversas interleucinas que son indispensables
para  la proliferacién y la diferenciacién de 1los linfocitos

efactores.

Por lo tanto, se puede afirmar que la linfoproliferacién es
un evento que requiere interacciones entre distintas
subpoblaciones de células, asi como la liberacién de varios
mediadores solubles sintetizados principalmente por linfocitos y
macrofugos. Para que ocurran la activacién y la proliferacicn
de los linfocitos T es necesaria su interaccidn con los macrofagos

activos y con los factores solubles liberados por éstos (35).

Diferentes trabajos han demostrado in vitro que 1los
linfocitos T no responden a los mitdgenos convencionales en
ausencia de macréfagos (36). La evidencia experimental mds clara

de que los macréfagos producen un factor soluble que estimula
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células T, ha sido obtenida mediante el empleo de cimaras de tipo
Boyden, en donde las dos poblaciones de células quedan separadas
por medio de una membrana que soclo es permeable a factores
solubles. La linfoproliferacién solo se presenta l‘l ocurre sl
paso transmembranal de los factores solubles liberados por los
macréfagos. El factor soluble liberado por los macréfagos se
denomina interleucina-i1 (IL-1). Esta molécula tiene una funcién
inmunorreguladora muy importante en la activacién de células T, ya
que » induce una contrasupresién, posiblemente a través de un
balance entre los linfocitos T colaboradores (TH) y los linfocitos
T supresores (Ts). La IL-1 promueve la generacién de células
Th e inhibe la generacidn de células Ts. La IL-1 también promueve
la liberacidén de prostaglandinas E (PGE), las cuales tienen un
efecto antagénico al de la IL-1 y, ademas, inhiben la liberacién
de IL-2. De este modo, la PGE, es un modulador negativo en la

proliferacion de las células T (37).

La proliferacién de los linfocitos T también se encuentra
modulada por la IL-2, conocida como Factor del Crecimiento de la
Células T (TCGF), que fue descubierta por Morgan y colaboradores
(38) en 1976. Estos autores demostraron que la IL-2 era un
factor necesario para el crecimiento de células T, ya gue éstas
solo se podian mantener en los medics de cultivo cuando se les
afiadian los sobrenadantes de un cultivo de células T estimuladas
con PHA. Actualmente se conoce que la IL-2 es producida por
las células T activadas, en presencia de la IL-1 producida por los

macrdfagos. Esto quiere decir que, en un medio de cultivo, la

18



produccién de IL-2 se puede impedir si se eliminan los linfocitos
T con anticuerpos anti-Tu-1 nis com}lemento. De las varias
subpoblaciones de células T que han sido caracterizadas en los
ratones, so0lo las células T con el marcador Lyt 1t son
responsables de su produccion (39). De la misma manera, si en el
medio de cultivo se eliminan los macréfagos también se impide la
formacion de IL-2. Estos experimentos demostraron que las
interrelaciones entre linfocitos T, macréfagos y factores solubles
eran indispensables para 1la proliferacién de los linfocitos
estinulados. Asi mismo, se ha observado que no es suficiente la
presencia de las células, sino que también hace falta el
funcionamiento correcto de todas ellas y de los mediadores que
producen. Solo asi se obtlenen las sefales de activacién
adecuadas para la proliferacién y 1la diferenciacién de 1los

linfocitos T.

Algunos autores (40) han observado que la induccidén de la
proliferacién de 1los 1linfocitos T, utilizando antigenos o
mitégenos, parece estar mediada por la unién de IL-2 a receptores
de alta afinidad que solo son expresados en la membrana de células

T activadas.

La activacién de loe linfocitos T requiere dos sefales.
La primera de ellas la recibe la célula cuando el antigeno se une
al receptor del linfocito T o cuando el mitégeno se une a ciertos
Earbohidratos de la membrana. La otra sefial es la IL-1 liberada

por la célula presentadora del antigeno. En ambos casos, el
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paso del estadc de reposo Go a la fase Gl es requlado por la
degradacién del fosfatidil inosotol, lo cual ocasiona la
movilizacién de calcio intracelular y la activacién de la enzima
proteina cinasa, con la consiguiente sintesis de RNAm y proteinas,
entre ellas la IL-2. Una deticiencia en la transduccién de sefiales
al interior de 1la célula puede alterar el proceso de 1la

proliferacién celular (40, 41).

La Il-2 solo es un estimulante de la proliferacién de los
linfocitos T cuando éstos se exponen, simultdneamente, a un
mitégeno o un antigeno contra el cual han sido previamente
sensibilizados. Esta respuesta representa una
retroalimentacién positiva de la proliferacidén, en donde, mientras
que el antigeno o el mitégeno estén presentes, se generan células
adicionales que son capaces de responder y sintetizar mis IL-2

(37).

Las células T activadas liberan otras linfocinas, como el

factor estimulador de colonias (CSF), que ta la produccién de
IL-1. Esta es una forma de modular o amplificar la respuesta de
las células T hacia el antigeno o el mitdgeno, ya sea en forria de
ayuda (linfocitos Tu) para los linfocitos B o bien en forma de una

induccién de la aparicién de células T citotoxicas (42).

El factor de necrosis tumoral (TNF) o caquectina es otra
'citocina, liberada por los macrdfagos activados, que tiene una
actividad facilitadora de la respuesta proliferativa de linfocitos

T (42, 43). Algunos trabajos (42) han demostrado que, en las

20



células T humanas, la induccién de la expresién de receptores para
TNF es capaz de Iinfluir en el incremento de la CMI. Los mismos
autores han demostrado que los linfocitos T en reposo no expresan

receptores para TNF.

Otros trabajos (43) han demostrado que tanto la IL-1 como el
TNF son importantes en la formacién de colonias por linfocitos T
humanos. El crecimiento in yltro de las colonias de linfocitos
T depende del numero de los diferentes tipos de células, de 1la
naturaleza de los productos liberados y de las interrelaciones que
existan entre éstos. En algunos trabajos se ha demostrado que
la adicién de algunas toxinas de origen bacteriano al medio. de
cultivo también estimula el crecimiento de colonias de linfocitos

T (44).

En algunos casos, estas interacciones entre los
microorganismos o sus productos y el sistema inmunitario se
expresan como una estimulacidén policlonal de varias actividades
defensivas de naturaleza inmunolégica. Sin embargo, en otros
casos sucede todo lo contrario y la respuesta del sistema
inmunitario resulta suprimida o se manifiesta en una forma

deficiente.

Asi por ejemplo, la interaccién del sistema inmunitario con.
los LPS (endotoxinas) de origen bacteriano provoca una serie de
reacciones inmunoldégicas de naturaleza defensiva. Como una
consecuencia de esa interaccién se alteran algunos mecanismos que

modulan la proliferacidén de los linfocites T. Se ha demostrado
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que la interaccidén de los macréfagos con los LPS o endotoxinas
provenientes de bacterias Gram negativas, asi como con varias
otras substan‘cias gque proceden de diferentes especies de
microorganismos, puede provocar una hiperestimulacién de las
células fagociticas, Seqin las dosis de endotoxinas
administradas al animal vivo y/c ahadidas al medio de cultivo, los
productos liberados por 1los macréfagos pueden provocar una
estimulacién o una supresién de la inmunidad (45). En este
contexto, algunas exotoxinas de los estafilococos han probade ser
estimulantes de linfocitos Ts (46), no obstante que también pueden
ser las responsables de la aparicién de un shock endotéxico (44).
Se ha comprobado que, al interaccionar con diferentes productos
obtenidos de bacterjas y parasitos, los animales vertebrados
pueden alterar significativamente la produccién de varias
citocinas que modulan la proliferacién de los linfocitos T (47,
29, 51, 52, 53).

2.3.4, PROLIFERACION DE LINFOCITOS T Y ENFERMEDAD.

Cuando se produce una falla o un desequilibrio en 1la
produccidén de los factores que xx{odulan la proliferacion de los
linfocitos T, los resultados se manifiestan como una deficiencia
selectiva en la respuesta de las células T. De acuerdo a su
intensidad y su tiempo de duracién, las deficiencias de 1la
respuesta de los linfocitos T se caracterizan por un aumento en la

susceptibilidad para presentar diversas enfermedades, sobre todo
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de tipo infeccioso. Las inmunodeficiencias de 1la CMI,

caracterizadas por la ausencia o la disfuncién de los linfocitos

T, pueden ser de congénitas o adquiridas. Las inmunodeficiencias
congénitas son poco frecuentes y, entre ellas, el sindrome de Di
George representa el caso extremo (agenesia del timo) de un
defecto de la inmunidad celular. En el caso de las
inmunodeficiencias secundarias de los linfocitos T, la respuesta
de estas células se encuentra comprometida a causa de varias
enfermedades primarias, las cuales generalmente han tenido una

evolucién prolongada.

Se ha publicado un gran nimero de trabajos gque han
comprobado la disminucién de la respuesta linfoproliferativa en
personas y animales que se encuentran en ciertas condiciones
fisiolégicas o que tienen enfermedades primarias que comprometen
las funciones de los linfocitos T (28). Asi por ejemplo, la
respuesta proliferativa de 1los linfocitos T estimulados con
mitdgenos se encuentra disminuida fisiolégicamente en personas de
edad avanzada (40, 48), en el curso del embarazo y en nifios recién

nacidos y/o prematurés .

Algunos han sugerido que la disminucién de la respuesta de
los linfocitos estimulados se debe a una reduccién en la
produccién de IL-2 (80) y/o a la expresién deficiente de 1los
receptores para IL-2 (51). otros autores han propuesto gque, in
vitro, la respuesta deficiente de los linfocitos T se debe a un
defecto asoclado a los mecanismos de transduccién de sefales
intracelulares para la activacion adecuada de las células (40,

41). De acuerdo a varios trabajos mas, la disminucién de 1la
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respuesta proliferativa de los linfocitos de los ancianos estd
caugsada por un cambio del fenotipc en las subpoblaciones de

células T a causa de la edad (48). También se ha considerado

que, en los ancianos, el deficit de la resp ta a mitdg pueda
ser el reflejo de una una deficiencia de un solc subtipo de
linfocitos T para proliferar cuando son estimulados con mitdgenos.
Cuando la CMI se estudia por medio de pruebas cutdneas, algunos
autores han seflalado que la disminucién de la respuesta DTH en los
ancianos se debe a cambios inmunolégicos en la piel que estan
asociados a 1a edad avanzada (50). En el curso del embarazo y,
1o mismo, al medir la respuesta de los linfocitos de nifios recién_
nacidos, diferentes factores hormonales o inmunosupresores
enddgenos (a-fetoproteina, por ejemplo) pueden mndificar 1a

reactividad jn vitro después de la estimulacién con mitdgenos.

Las alteraciones en la respuesta proliferativa de células T
también pueden ser encontradas en diversos estados clinicos, como
las enfermedades parasitarias por tricomonas (51), clamidias (52)
Y leishmanias (53). En el caso de 1q leishmaniasis se ha
demostrado que las subpoblaciones de células T presentan un cambio
de su fenotipo después de ser coincubados in vitro con Leishmania
donovani. Este cambjio en el fenotipo ha sido considerado 1la
causa de la disminucion de la respuesta linfoproliferativa después
de una estimulacidén con PHA (53). En el caso de experimentos
realizados con tricomonas (51), la disminucién de la respuesta
linfoproliferativa se ha atribuido a que las células infectadas

con el pardsito tienen disminuida su produccién de IL-2.
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La respussta proliferativa de 1las células T tamblén se
encuentra disminuida en algunas enfermedades de origen bacteriano
como la lepra (54). Las endotoxinas (LPS) de las bacterias
Gram negativas pueden tener un efecto similar en otras infecciones
bacterianas graves, pero de evolucién aguda. La misma reduccién
de la respuesta linfoproliferativa ha sido observada en diversas
infecciones virales, como las causadas por el virus responsable
del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (49), por
virus del herpes simplex (55), por el virus del sarampién, por los
citomegalovirus, etc. Se pueden mencionar varjas circunstancias
mds que provocan diferentes grados de alteracién en la respuesta
de los 1linfocitos T. Entre ellas son importantes las
inmunodeficiencias secundarias que resultan de la administracién
de medicamentos 1los cuales, no obstante sus propiedades
terapéuticas, también pueden tener graves efectos inmunosupresores
colaterales, Algunos autores refieren que han demostrado 1la
presencia en el suero de factores solubles que son liberados por
los tumecres malignos y que, como un mecanismo de evasién de la
neoplasia, los pacientes con cdncer tienen deprimida la respuesta

de los linfocitos T.

La desnutricién es otra enfermedad que deteriora el sistema
inmunitario y deprime significativamente la respuesta de los
linfocitos T (68). La disminucién de proteinas o calorias en la
dieta habitual, asi como de la de ciertas vitaminas y minerales,
conduce a diferentes cuadros clinicos de desnutricién que,
invariablemente, se encuentran asociados a diferentes deficiencias

inmunolégicas. La desnutricién compromete particularmente las
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funciones de los linfocitos T y deprime la capacidad de estas
cdélulas para responder a los antigenos o los mitégenos. Las
deficiencias inmunoldgicas del desnutrido se traducen en
infecclones recurrentes que, por lo general, agravan la pérdida de
peso y tienen tasas de mortalidad elevadas (69). La desnutricién
es la causa de una inmunodeficiencia secundaria que es necesario
tomar en cuenta en el momento de estudiar 1la inmunidad del
individuo desgastado. A pesar de la anorexia y la pérdida de
peso que provocan los sindromes desgastantes inducidos mediante
inyecciones de estafilococos, los transtornos inmunolégicos del
animal desgastado difieren significativamente de los que han sido
observados en animales desnutridos (70). Es probable que, aunque
expresen el mismo grado de pérdida de peso, la inmunidad de los
animales desgastados por inyecciones de estafilococos y la de los
desnutridos por una dieta deficiente en proteinas se encuentren

comprometidas a través de mecanismos diferentes (71).

La existencia de una alteracién en cualesquiera de los
wecanismos que regulan la respuesta proliferativa de células T,
generalmente se traduce por una deficiencia de la inmunidad
celular. Como se puede apreciar por el resumen presentado en
los parrafos anteriores, son numerosas las condiciones clinicas en
el curso de  las cuales se 'pueden encontrar alteraciones
secundarias de la inmunidad celular. En algunos de estos casos,
el diagndstico de la inmunodeficiencia o el control de la
evolucidén de la enfermedad primaria requieren la aplicacién de
pruebas que midan la respuesta proliferativa de los linfocitos T

(72).
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2.4. REDUCCION DEL MTT.

La ruptura del anillo de la sal de tetrazolium MTT [bromuro
de 3-(4,5 dimetil tiazol- 2 il)- 2,5 difeniltetrazolium] provoca
la formacién de un producto colorido denominado "“formazan".
Stater y coi. (56) utilizaron esta sal de tetrazolium para medir
la actividad de la enzima succinato-deshidrogenasa y observaron
que la conversién a formazan sole ocurria en células vivas.
Ademas, ellos también encontraron gque la cantidad de forwazan
producida era proporcional al nimero de células presentes. Mas
adelante, Mosman (34) aplicé el mismo procedimiento como un método
colorimétrico cuantitativo para medir la proliferacién celular in

yitro y también la lisis mediada por el complemento.

La reduccidn del terazolium a formazan estd acompaiiada de un
cambio de coloracidén que va de amarillo a azul. En las células
vivas y metabdlicamente activas, la reduccién del MTT ocurre a

causa de la actividad enzimatica en las mitocondrias (34).

El andlisis espectrofotométrico de las soluclones ha
revelado que 1la solucién amarilla del MIT tiene un pico de
absorbancia maxima a 400 nm. cuando la sal es reducida a
cristales de formazadn y éstos se disuelven, la solucién resultante
tiene una coloracién azul cuyo pico de absorbancia maxima se
encuentra entre 570 y 590 nm. De este modo, la intensidad de la

reaccién se puede cuantificar colorimétricamente.

27



El mdtodo de la reduccién del MTT ha sido utilizado en
numerocsos estudios, tales como viabilidad celular, citotoxicidad,
viabilidad de parasitos, resistencia o sensibilidad de células
cancerosas a ciertos farmacos, etc, (57, 58, 59). Sin embargo,
han sido pocos 1los estudios enfocados a la medicién de 1la
proliferacidén y el crecimiento celular. En 1985, Heeg y col.
(60) ,utilizaron la reduccién del MIT para detectar la presancia de

los factores que influian en el crecimiento de los linfocitos T.

A partir de los trabajos de Mosman (34), quién aplicd el
método en estudios de crecimiento y supervivencia celular, algunos
otros autores han tratado de introducir modificaciones a 1la
técnica inicial, con el f£in de lograr una mayor sensibilidad y
poder usarla como un método alternc al de la incorporacién de
timidina tritiada en estudios de proliferacién celular. Varios
trabajos han aplicado la técnica de la reduccién del MTT para
analizar 1los efectos de algunas citocinas sobre la tasa de

multiplicacién de los linfocitos.

En 1986, Francois Denizot (61) modificéd la técnica original
para evitar precipitacién de proteinas con el uso del disolvente.
En el mismo ako, Hiroko Tada (62) también modificd el método de
Mosman, para poder medir la concentracién de la IL-2, reduciendo
el tiempo de incubacién e introduciende un nueve disolvente.
Gerlier y Thonasset (63) propusieron nuevas modificaciones para

aplicar la técnica de la reduccién del MTT a estudios de
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activacién celular. Ellos mismos establecieron que la ruptura
del MTT por células viables seguia una cinética de primer orden y
que la reaccién podia ser utilizada para comparar la actividad
mitocondrial de células que se encontraban en diferentes estadios
de activacién. En 1987, otros autores, aplicaron este mismo
método colorimetrico en estudios de estimulacién celular con
mitogenos y para la evaluacién de las sefiales de maduraciodn de los
linfocitos B (64). En 1990, Niks y colaboradores (65) lo
aplicaron para la cuantificacién de la respuesta proliferativa y
supresiva de linfocitos estimulados por 1la Concanavalina a

(Con-A).

El método colorimetrico de la reduccidén del MTT tiene
numerosas ventajas las cuales han sido citadas por diveros autores
(34, 61, 62, 63, 64). Entre las principales se puede mencionar
la rapidez de la reaccién, ya que una gran cantidad de muestras
pueden ser procesadas en corto tiempo con alto grado de precisidn,
utilizando un lector de ensayos inmuncenzimdticos (ELISA). Los
resultados del analisis pueden ser leidos sin necesidad de llevar
a cabo un lavado de las células o la transferencia de las mismas,
lo cual también aumenta la rapidez del ensayc y evita variaciones
en las lecturas. El método puede ser cualitativo ya que el
cambio de coloracién a simple vista es indicativo del grado de
activacion o de la cantidad de factores de crecimiento producidos.
Sin embargo, otra de sus ventajas consiste en que también puede
ser cuantitativo, por que la diferencia de absorbancias entre el
sustrato inicial y el producto final puede leerse en un lector

para placas de ELISA a la longitud de onda adecuada (570 nm).
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Por estas razones se ha propuesto que la reduccién del MIT
resulta un método sencillo, rapido, preciso y confiable que ofrece
una gran cantidad de aplicaciones en el laboratorio clinico y de

investigacidn.

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas, hasta la fecha
la prueba de la reduccién del MTT es un método que generalmente se
aplica en estudios de citotoxicidad (57), determinacién de
actividad enzimatica (66), viabilidad de células cancerosas
después de diversos tratamientos (59), quimiosensibilidad , etc..
Existe poca literatura sobre su utilizacién en estudicas

inmunolégicos que tratan de medir la proliferacién de linfocitos.

Uno de los propésitos de este trabajo es destacar 1las
ventajas que presenta este método colorimétrico y demostrar que
puede ser un ensayo alternative que, en algunos casos, puede

sustituir a la incorporacién nuclear de la timidina tritiada.
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CAPITWO 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Este trabajo tiene dos objetivos. El primero es
implementar una prueba no isotépica que tenga la -suficlente
sensibilidad@ para medir colorimétricamente la respuesta de
linfocitos estimulados in yitxp con antigenos y/o mnitdgenos.
El segundo es utilizar la nueva prueba no isotdpica para conocer
si la induccién del sindrome del desgaste en ratones recién
nacidos proveca o no cambios en la respuesta de los linfocitos

esplénicos cuando son cultivados y estimulados con un mitdgeno.

Antes de iniciar la parte experimental de la presente Tesis

se propusieron las siguientes hipdtesis.

1) Cuando los linfocitos son estimulados An vitro con la
Con~A, los resultados de la reduccién del colorante MTT se
correlacionan con 1los resultados de la incorporacidén de 1la

(°n)-timidina.
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2) La gensibjlidad de la prueba con el colorante MTT sf
permite demoastrar cambios entre la respuesta de los linfocitos de

animales sanos y de animales inmunocomprometidos.

3) Cuando son estimulados in yitro con un mitégeno, 1los
linfocitos esplénicos de los ratones desgastados tienen deprimida

su capacidad de reducir el MTT.

4) La depresién de la respuesta proliferativa a causa del
desgaste es un fenémeno transitorio que se recupera cuando el

animal mejora sus condiciones fisicas.
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CAPITLLO 4. DISENO DEL EXPERIMENTO.

El presente trabajo estuvo dividido en tres partes. En la
primera se estandarizé la prueba de la reduccidén del MTT, tomando
en cuenta que ya habia sido recomendada por otros autores como una
herramienta de laboratorio que permitia medir la activacién de los
linfocitos cuando éstos eran estimulados jin wyitro. En 1la
segunda parte, los resultados de la reduccién del MTT por los
linfocitos estimulados se compararon con los resultados de medir
la proliferacidn de esas mismas células utilizando el método de la
incorporacién de 1la [3H]-timid1na al nucleo. En la tercera
parte del trabajo, el método de la reduccién del MTT se aplicé
para estudiar 1la respuesta de los linfocitos esplénicos
estimulados con la Con-A, en ratones que tenian una
inmunodeficiencia provocada experimentalmente. La misma prueba
también se aplicé para estudiar, durante dos semanas, la evolucién
de la respuesta in vitro de los 1linfocitos de 1los ratones

inmunodeficientes,

4.1, Estandarjizacicn de la prueba del MTT. Los primeros
experimentos estuvieron dirigidos a la seleccién de las
condiciones de trabajo adecuadas. El objetivo fue encontrar las
condiciones- necesarias para que las células estimuladas pudieran

reducir la mayor cantidad del MTT mientras gque las células no
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_estimuladus debian dar las lecturas mis bajas que fuera posible.
Los experimentos se realizaron con las células esplénicas de
ratones Balb/c de cuatro semanas de edad. Los cultivos de las
células y la estimulacién de las mismas en presencia del MTT
estuvieron dirigidos a reconocer 1la influencia de diversas
variabies sobre los resultados. Para ello, se trabajé con
diferentes cantidades de células y con diferentes concentraciénes

del mitdégeno,

4.2. Comparacidn entre reduccién del MIT e incorporacién de
timidina tritiada al pucleo. Esta parte del trabajo se realizé
con la finalidad de observar si era posible correlacionar 1los
resultados de las dos pruebas. Aungue los resultados revelan la
medida de dos actividades diferentes (el incremento dal
metabolismo que reduce un colorante y la tasa de multiplicaciones
de las células), de todos modos se supuso que toda célula
estinulada que se multiplica también tenia un aumentoc paralelo de
su metabolismo. Para este experimento se utilizaron 12 ratones

Balb/c de cuatro semanas de edad.

4.3. Induceién de la inmunodeficiencia experimental.
Aungue existen numerosos procedimientos para provocar una
inmunodeficiencia en animales de laboratorio, en este estudio se
utilizé la técnica de inyectar bacterias muertas por via
intraperitoneal (IP) en ratones Balb/c recién nacidos. Los
animales fueron separados en tres grupos desde el momento de su

nacimiento de acuerdo al tratamiento que iban a recibir. Los
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ratones de un grupo recibieron las bacterias inactivadas, los del
otro grupo solo fueron inyectados con solucidén salina isotdnica y,
finalmente, los ratones del grupo control permanecieron sin
recibir ningun tratamiento. Para este experimento se utilizaron
120 ratones y se dividieron en tres grupos de 40 animales cada

uno.

4.4. Estudio de la respuesta proliferativa de los linfocitos
estigulados con el mitdgeno Concanavalina-a. En cada unc de los
tres grupos experimentales se procedié a separar los ratones de
acuerdo a la fecha propuesta para su sacrificio, 1, 5, 10 y 15
dias después de terminar el periodo de 1las inyecciones
intraperitoneales. Los animalea fueron divididos en esta forma
para estudiar tanto los efectos del tratamiento inmunosupresor
(bacterias muertas) sobre la inmunidad celular como la evolucién
de 1la respuesta linfoproliferativa durante las dos sgemanas
siguientes, una vez que terminaba el tratamiento de los animales.
En los dos casos se utilizd la prueba de la reduccién del MTT para
medir 1la intensidad de 1a estimulacién de 1los linfocitos
cultivados en presencia de la Con~A. Cada grupo de 40 animales fue
dividido en 4 subgrupos de 10 animales que fueron sacrificados en

cuatro fechas diferentes.
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CAPITULO 5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales. Se utilizaron ratones Balb/c, de ambos
sexos recién nacidos y de 4 semanas de edad que fueron obtenidos
del Bioterio de la Facultad de Quimica (UNAM), en donde
permanecieron durante todo el experimento bajo condiciones

convencionales.

5.2. Pacterias. Staphylococcus aureys de la cepa ATCC 6538
fue cultivado en medio BHI a 37 C con agitacién constante durante
18 horas. La suspensién de bacterias me lavé tres veces con
solucidn salina isoténica (SSI) estéril y posteriormente se
inactivé con calor a 121 C durante 30 minutos. Las bacterias se
rscolectaron por centrifugacién y finalmente se ajustaron

9

nefelométricamente a 5§ x 10° bacterias/ml en SSi. Esta

ién tue vada a 4 C hasta el momento de su uso bajo

condiciones de esterilidad.

5.3. Induccidpn del sindrome del desgaste. La enfermedad
experimental fue provecada por la inyeccién IP de 0.1 ml de la

suspensién de estafilococos inactivados a ratones recién nacidos.
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Esta dosis se repitié cada tercer dia durante cuatro semanas.
El método es una modificacién del que fue propuesto inicialmente

por Ekstedt (18, 8).

5.4. Células y medio de cultivo. Las células se obtuvieron
del bazo de los ratones. ) lLos animales fueron sacrificados por
dislocacién cervical e inmediatamente, bajo condiciones de
esterilidad, se les abrié la cavidad abdominal y se procedié a
extirpar el bazo. Las células de este drgano linfoide fueron
disgregadas en 5 ml de solucién salina balanceada (BSS) esteril
sobre una placa de Petri fria (colocada sobre hielo). La
suspension de células fue lavada dos veces con BSS.
Posteriormente fueron suspendidas en una solucién hemolizante de
NH,C1 al 80 % y TRIS BASE al 20% en agua desionizada, con el

propésito de eliminar los glébulos rojos.

Una vez eliminados los eritrocitos, las células esplénicas
se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Hy Clone,
Laboratories Inc., USA) suplementado con suero bovino fetal al 10%
(Flow Laboratories 1Inc., USA) gue habia sido previamente
inactivado 30 minutos a 56 C, y al cual se afadié
Penicilina-Estreptomicina 100x (Microlab, México) al 1 %,
aminoAcidos no escenciales 100x (Microlab, México) al 0.5 §%,
Piruvato 100 mM (Microlab, México) al 0.5 &, L-~glutamina 200 mM
al 0.5 %, 4cido N-2-hidroxietil piperina N-2-Etanosulfénico
(HEPES) (Microlab, México) 25 mM y una solucién de bicarbonato de

sodio (NaHCO,4) al 2% en agua desionizada. El medio de cultivo
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se mantuvo a 4 C y fue suplementadoc el dia de su usc, bajo
condiciones de esterilidad. La viabilidad de las células se
determind por exclusién del colorante azul tripano, prafmrado al
0.4 § en SSI. Solamente se cultivaron aquellas suspensiones de
células esplénicas con una viabilidad superior al 90%. El
nimero de células necesario para los experimentos fue determinado
madiante un conteo bajo microscopic, con ocular 10 X y objetivo
40 X, utilizando la cuadricula de una cdmara de Neubauer. Una
vez contadas las células viables, la suspensién fue ajustada de
tal forma que el numero de células deseado siempre quedara en un

volumen de 50 ul.

5.5. cultivo de las células y estimulacison con el aitégenc.
Bajo condiciones de esterilidad, con campana de flujo laminar, a
cada unc de los 96 pozos, de 300 ul, de una microplaca (Costar,
USA) me afadieron 50 ul de la suspensidén de células esplénicas mis
100 ;41 del medio de cultivo RPMI 1640 recién suplementado. 1a
microplaca fue cerrada y se mantuvo durante 48 horas en una
incubadora (Queue, USA) a 37 C en .una atmésfera de CO2 al 5%, con
19.7 § de humedad. La estimulacién de las células con mitogéno
se realizé agregando, 100 ul de medio de cultivo con el mité.geno
Con A tipo IV (Sigma Chemical Co., USA), preparado a partir de una
solucidén con 4000 ug/ml en NaC1‘ 6M y diluido en el medio de

cultivo hasta tener la concentracién deseada.

5.6. Método de la reduccién del MIT. El MTT (Sigma

Chemical Co., USA ) fue disuelto a una concentracién de 5 mg/ml en
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solucidn balanceada de fosfatos (PBS) pH 7.4. La solucidén de
MTT fue esterilizada por filtracidn utilizando membranas Millipore
con poros de 0.2 micras. Una vez filtrada, la solucidn fue
conservada a 4 C , en un envase protegido de la luz. Cada

preparacion se descartaba después de cuatro semanas,

Al terminar las 48 horas de incubacidén de las células, a
cada pozo de afadid un volumen de 20 ul de la solucién de MIT e,
inmediatamente, cada microplaca se incubd durante 4 horas en las
mismas condiciones de atmésfera y temperatura que ya fueron
mencionadas, de acuerdo a lo que habfa sido establecido
previamente por otros autores (34, 62). Durante este tiempo, la
sal de MTT es reducida y se forman los cristales de formazan.
Una vez terminada 1la incubacién de 4 horas, a cada pozo se
ariadferon 100 ul de una solucién de dodecyl sulfato de sodio (SDS)
al 10% en HCl 0.01 N, con la finalidad de disolver los cristales y
obtener una solucién homogénea y sin células viables. Después
de adicionar la solucién de SDS, las microplacas se incubaron a 37
C con humedad al 19.7 % durante toda la noche, para cbtener una
buena solucidn de los cristales y evitar pérdidas de volumen por
evaporacion. La absorbancia del sobrenadante de cada pozo fue
medida al dia siguiente utilizando un lector para placas de ELISA
{Dynatech Lab. INC MR 650, USA) a una longitud de onda de 570 nm.

5.7. Métedo de la incorporacién al ndgleo de la
Laﬁk_timim. Después de 48 horas de cultivo, se ahadid 1 ucCu de

[3HJ-Tim1dina (New England Nuclear, USA) en cada pozo, en 20 ul de
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medio de cultivo y con una actividad especifica de 6.7 Ci/mmol.
Posteriormente 1a microplaca se incubé toda la noche a 37 C, bajo
las mismas condiciones de atmésfera y humedad que ya han sido
mencionadas. Al dia siguiente las células se procesaron en un
cosechador (modelo 24 v.Brandel, USA) que deposité el contenido
insoluble de cada pozo sobre papel fibra de vidrio (Whatman, USA)
con poros de 0.4 u. Las tiras de papel se dejaron secar a
temperatura ambiente y, posteriormente, las muestras de cada pozo
fueron separadas e introducidas en viales (Wheaton, USA) de 20 ml
que contenian 5 ml de liquido de centelleo compuesto por PPO(2,5
difenil oxazol) y POPOP ( P,{bis (2- (5-fenil oxazcl )] benceno).
Estas dos sustancias se disuelven en tolueno y la solucién se
mantiene a 4C . La radiactividad de cada muestra fue medida en
un contador de centelleo (TRI-CARB 300, Packard, USA). Las

lecturas fueron registradas como cuentas por minuto (cpm).

5.8. Estandarizacién de la teécnica del MIT. Con el
propésito de estandarizar la prueba, se cultivaron diferentes
cantidades de células esplénicas, por triplicado. Las células
viables fueron ajustadas a cuatro concentraciones diferentes (200,
300, 400 y 500 x 103/50 #l de medio de cultivo). El medio de
cultive se prepars con o sin el mitdgeno Con-A. Cuando el medio
se prepard con el mitégeno, éste fue diluido para obtener tres
concentraciones diferentes (1, 2 y 5 ug/ml) en 100 gl de medio de
cultivo. La eleccidén del numero de células y la concentracién
de Con-A adecuados se determiné con la ayuda del analisis
estadistico de los valores de absorbancia que se obtenian cuando

se utilizaba cada una de las diferentes variables.
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5.9. Correlacidn entre la técnica del MTT y la incorporacion
de la [“Hi-tipidina. Para estudiar si existia o no una
correlacién entre los resultados de las dos pruebas, se cultivaron
300 x 10° células / 50 ul de medio RPMI 1640, a las cuales se les
afladieron 100 ul de medio de cultivo o 100 ul de una solucidn de
medio con el mitogeno Con A a una concentracién de 2 ug / mnl.
Los cultivos se incubaron bajo las condiciones que ya han sido
sefialadas. El experimento se realizdé por duplicado, ya que se
sembraren dos series, por triplicado, de células sin estimular y
dos series, también por triplicado, de células estimuladas con el
mitégeno. En una serie de cultivos por triplicado, se evaludé 1la
respuesta proliferativa por el método de la reduccidén del MTT,
mientras que en la otra serie de cultivos la evaluacién de 1la
respuesta se llevé a cabo midiendo 1la incorporacién de
[JH]-tinidina. Una vez obtenidos los resultados, en valores de
absorbancia y cuentas por minuto (cpm), se hizo el andlisis
estadistico correspondiente para comprobar si existia o no una

correlacidén entre ambos métodos.

5.10. Egtudio de la proliferacién celular en los diferentes
grupos de ratones. Las células esplénicas viables de 1los
animales de todos los grupos fueron obtenidas inmediatamente
después de sacrificarlos. La concentracidn de cada suspensién
fue ajustada bajo condicicnes de esterilidad y todos los cultivos
se realiza;on por triplicado. La suspensién de células
seleccionada (300 x 103/50 #l de medio RPMI) fue mezclada con 100

ul de medio de cultivo, al cual se le habia afadido o no (solucién
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probléma y su correspondiente control) el mitdgeno Con=-A diluido a
una concentracién de 2 ug/ml. Las células fueron cultivadas
durante 48 horas, bajo las condiciones sefialadas y la evaluacién
de la proliferacién ceiular se llevé a cabo mediante la técnica
del MTT. Una vez leida la absorbancia, los valores delta fueron .
obtenidos al restar el valor de la absorbancia del sobrenadante de
los cultivos de células sin estimular (basal) a los valores de la
absorbancia en los sobrenadantes de los cultivos de células

estimuladas con el mitégeno (problema).

5.11. Andlisis estadistico. Las diferencias entre las medias
de los valores obtenidos en 1los grupos estudiados fueron

calculadas segun un anadlisis de varianza.
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CAPITWLO 6. RESULTADOS.

6.1. ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA COLORIMETRICA.

Las dos variables independientes que se utilizaron
(diferentes cantidades de células y diferentes concentraciones de
Con-A) se correlacionaron con los resultados de la reduccidn del
MTT. Estos uUltimos se expresaron como los valores de la

absorbancia del sobrenadante del medio de cultivo.

Al aumentar la cantidad de Con-A afiadida a cada pozo se
~ obtuvo un aumento proporcional tanto de 1la absorbancia del
sobrenadante de los cultivos estimulados (r = 0.760) como de la
absorbancia delta (r = 0,816), Este aumento de la absorbancia
fue evidente con 200, 300, 400 y 500 x 10° células/pozo.  La
absorbancia delta se calculé restando la absorbancia basal al
valor obtenido en el sobrenadante de las células estimuladas.
Los resultados se puede observar en las graficas de las Figuras 1

y 2.

_ Al aumentar las cantidades de células afadidas a cada pozo
se obtuvieron distintas correlaciones segin el medio de cultivo
contuviera © no el mitégeno Con-A. Cuando los cultivos no

fueron estimulados (condiciones basales), los valores de la
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absorbancia se correlacionaron significativamente (p < 0.001) con
las diferentes cantidades de células afladidas a cada pozo (r =
0.999). Los resultados se puede observar en la Figura 3. Sin
embargo, -cuando a 1los cultivos se les afadieron diferentes
cantidades de Con-A se pudo observar que el incremento de la
abgorbancia solo fué proporcional desde 200 a 400 x 10?
células/pozo. Al utilizar una mayor cantidad de células (500 x

103) ocurria una disminucién de la reduccién del MTT (Figura 4).

CELULAS CON-A ABSORBANCIA ABSORBANCIA ABSORBANCIA

X 1000 ug/ml FONDO PROBLEMA DELTA
200 [} 0.733 0.733 0.000
200 1 0.733 0.844 0.111
200 2 0.733 0.9923 0.260
200 5 0.733 1.023 0,290
300 [} 0.777 0.777 0,000
300 1 0.777 0.955 0.178
300 2 0.777 1.206 0,429
300 L) 0.777 1.287 0.510
400 0 0.819 0.819 0.000
400 1 0.819 1.044 0.226
400 2 0.819 1.326 0.507
400 5 0.819 1.386 0.567
500 [ 0.857 0.857 0.000
500 1 0.857 . 1.056 0.199
500 2 0.857 1,256 0.399
500 5 0.857 1.322 0.465

Tabla 1. Valores promedio, obtenidos por triplicado, de las
absorbancias (delta, del fondo y de las células estimuladas), en
los sobrenadantes del medio de cultivo, cuando la reducclén del
MIT se llevd a cabo utilizando diferentes cantidades de células y
del mitdgeno Con-A.
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Figura 1. valores de absorbancia total del sobrenadante de los
medios de cultivo que contenian diferentes cantidades de células
(200, 300, 400, 500 x 10%).  Para cada poblacién de células se
utilizaron diferentes concentraciones de Con A con el fin de
estisular los linfocitos y aumentar la reduccién de una
cantidad constante de MTT.
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Figura 2. Valores de absorbancia delta al variar las cantidades de
células contenidas en cada poze (200, 300, 400 y 500 x 103). Para
cada poblacién de células se utilizaron diferentes cantidades de
Con~A con el fin de esgtimular los linfocitos y aumentar 1la
reduccién de una cantidad constante de MTT.
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Figura 3. Correlacién entre los valores de la absorbancia basal
del sobrenadante y las cantidades de células incubadas en cada
pozo, cuando al medio de cultivec no se le afladisé la Con A.
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Figura 4. Valores de absorbancia en el sobrenadante de los
cultivos de células esplénicas que fueron estimuladas con el

mitégeno con-A. Cada barra representa las diferentes cantidades
de células (200, 300, 400 y 500 x 103) que fueron estimuladas con
distintas raciones del mitéd . Se pueds apreciar que,

al variar 1la concentracién del mitégeno, la absorbancia aumenta
linealmente mientras las cantidades de células no sean supariores
a 400 x 10°. En camblo, cuando se cultivan mayores cantidades
de células, ocurre una diaminucién de la absorbancia al provocar
la estimulacién con 2 y 5 ug/ml de Con-A.
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Una vez que se obtuvieron todos los resultados de la
reduccién del NMTT, expresados como las lecturas de las
absorbancias, se aplicé una prueba de regresién 1lineal para
calcular los coeficlentes de regresidén correspondientes a las dos
variables (8, = células y g, = Concanavalina=-A). Cuando los
valores de la absorbancia del sobrenadante (en los pozos con
células estimuladas) y los de la absorbancia delta (calculados
mediante una resta) fueron asignados a la escala Y, los dos
coeficientes de regresién B, tuvieron un valor estadistico
significativo a los niveles indicados. En cambio, el valor del
coeficiente de regresicn 8, soclo fue significativo (P < 0.05)
cuando la absorbancia de las células estimuladas fue tomado como
valor de Y.

Para calcular la linea de regresicn se utilizé la siguiente
ecuacién :

Y= Bo % 8% + )Xy e te

donde, Y = variable dependisnte (abasorbancia),
B, = valor constante (promedio),
Bl = coeficliente de regresién (células),
8 = coeficiente de regresidn (Con-A),
X, = variable independiente (células),
X, = variable independiente (Con-A),
e, y e, = errores asociados a cada observacién,

Los resultados incluyeron, ademads, el valor de §

(desviacién estandar sobre la linea de regresiodn) y el valor de
rzaj (coeficiente de determinacién ajustado).
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ABSORBANCIA TOTAL DELTA

{Con=-A)

8, 0.618 0.034
8, 0.415 0.198
P < 0.05 > 0.2
8, 0.760 0.816
] . < 0.001 < 0.001
r? 74.2% 70.6%
ra3- 70.2¢% 66.1%
s 0.118 0.117

Tabla 2. Regresion lineal. Para Y = absorbancia tdtal, los dos
coaficientes de regresidn B, ¥ 8, resultaron estadisticamente
significativos, mientras que cuando Y = absorbancia delta,
solamente 32 resultd con p < 0.001. El andlisis de varianza, con
la suma de los cuadrados y los cuadrados medios, demostrd  la
reproducibilidad de las correlaciones con las dos variables
independientes mencionadas (células y Con-A) cuando se compararon
con la absorbancia total (F = 18.69, con p < 0.001) y con la
absorbancia delta (F = 15.59, con p < 0.001).
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De acuerdo a los resultados mencionados, se consideré que
los cambios en la concentracién de la Con-A influian de un modo
mis significativo sobre la absorbancia que los cambios en las
cantidades de células afladidas a cada pozo. En presencia de
cualesquiera de las cantidades de Con-A utilizadas, al adadir més
de 400 x 10° ceélulas por pozo resultaba una disminucién de las
cantidades de MTT reducidas y, consiguientemente, del valor de la
absorbancia en el sobrenadante del cultivo. Considerando los
resultados anteriores, se decidié que las condiciones éptimas para
la reduccién del MTT se encontraban en el modelo de

3

linfoproliferacién que utilizaba 300 x 10 células/pozo

estimuladas con 2 ug de Con-A.

6.2 CORRELACION ENTRE REDUCCION DEL MTT E INCORPORACION DE
TIMIDINA TRITIADA.

Una vez estandarizada la prueba de la reduccién del MTT por
las cdlulas esplénicas estimuladas, se consideré conveniente
comparar los valores de las absorbancias con las cantidades de
[JH]-tiuidina incorporadas al nicleo de linfocitos que estaban en
el mismo medio de cultivo y en presencia de las mismas cantidades

de Con-A.

Con este propésito fueron sacrificados 12 ratones Balb/c de

la misma edad y sexo. sus linfocitos esplénicos  fueron
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su-pindido- en el medio de cultivo suplementado en la forma que ya
se nmenciondé y, en seguida se procediéd a colocarlos, por
triplicado, en los pozos de dos microplacas, a una de las cuales
ss le ahadié [3H]-t1nid1na mientras que las células de la otra
solo recibleron los mismos volumenes de la solucién de MIT. En
los dos casos, las células fueron ajustadas a 300 x 103/50u1 para
cada. pozo y todos los cultivos recibieron 2 ug de Con-A. Los
resultados (cpm y absorbancias) se presentan en el apendice I.

La correlacién observada (r = 0.877) aparece en 1la Figura 5,
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Figura 5. La gradfica corresponde al experimento mediante el cual,
utilizando células esplénicas estimuladas con el mitégeno Con-A,
se estudié la correlacién entre las lecturas colorimétricas
(absorbancia después de la reduccién del MTT) y las medidas de la
radiactividad (cpm después de la incorporacidn de la [JH]-timidlna
al nucleo).
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6.3. INDUCCION DE LA ENFERMEDAD DESGASTANTE.

Los animales gue fueron inyectados IP con la suspensién de
estafilococos muertos presentaron un considerable retraso en su
desarrollo corporal y, cuando tenian cuatro semanas de edad,
llegaron a pesar 40% menos que los ratones sanos de los grupo
control. Los ratones desgastados estaban anoréxicos, débiles,
irritables, con 'el pelo ralo y presentaban evacuaciones diarias
frecuentes. Una vez que terminaron las inyecciones IP, los
animales fueron recuperando progresivamente su apetito, mejoraron
sus condiciones fisicas y, al cabo de cuatro semanas, tenian el

mismo peso y aspecto general de los animales control.

6.4. MEDIDA DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA EN 10S CULTIVOS DE
LINFOCITOS DE 1LOS RATONES DESGASTADOS.

Un dia después de terminar 1las inyecciones IP de
estafilococos muertos, los linfocitos esplénicos de los ratones
desgastados tenian disminuida su capacidad para reducir el MIT
cuando eran estimulados jn vitro con el mitégeno Con-A. La
disminucion del valor promedio de la absorbancia delta fue
interpretado como sugestivo de que las inyecciones
intraperitoneales de estafilococos habian deprimide la respuesta
proliferativa de los linfocitos estimulados con el mitdégeno. Al
comparar los resultados obtenidos en los tres grupos de animales
se pudo comprobar gue no existian diferencias estadisticamente
significativas- entre los animales sanos y los del grupo control

que habian sido inyectados con SSI. Sin embargo, la absorbancia
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delta si fue significativamente inferior (P < 0.05) en los
animales desgastados en comparacién con la de los otros dos grupos
de ratones. Los valores promedio de la absorbancia delta se
presentan en la Tabla 3.  las lecturas individuales con los

scbrenadantes de cada cultivo se encuentran en el Apéndice I.
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CONDICION

EXPERIMENTAL ABSORBANCIA  DESVIACION
DE 10S DELTA ESTANDARD
RATONES X
DESGASTADOS (1) 0.292 0.083 P < 0.01
CONTROLES (2) 0.452 0,179 P < 0,05
SANOS (3) 0.386 0.102

P < 0.05

Tabla 3. Los valores de absorbancia delta se obtuvieron al
reatar la absorbancia del sobrenadante del cultivo de linfocitos
no estimulados (fondo) de 1la absorbancia obtenida con los
sobrenadantes de linfocitos estimulados por 1la Concanavalina-A.
Los linfocitos de cada ratén fueron cultivados por triplicado

cuando se incubaron en medios con y sin Concanavalina-a, De
cada sobrenadante se realizaron tres lecturas colorimétricas para
obtener un promedio. cada grupo experimental estuvo formado por

10 animales. Los ratones desgastados (1) eran los animales que
habian recibido las inyecciones IP de estafilococos muertos. Los
ratones del grupo control (2) solo recibieron inyecciones IP de
solucién salina isoténica, mientras los animales sanos (3) no
fueron inyectados. Ver ademas la Figura 6.
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Figura 6. valores de la absorbancia delta en el sobrenadante de
los cultivos de células esplénicas, obtenidas de los ratones
incluidos en los tres .grupos experimentales. Las barras
corresponden a los promedios que fueron obtenidos en los animales
sacrificados 1 dia después de terminar las inyeccionas
intraperitoneales.
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6.5. REDUCCION DEL MTT POR LINFOCITOS CULTIVADOS EN CONDICIONES
BASALES.

Al estudiar los resultades antericres (absorbancia delta),
se presentaron algunas dudas respecto a las causas de la reducclén
de los valores promedio. Fue evidente gue los linfocitoa de los
ratones desgastados tenian significativamente aumentada su
capacidad de reducir el MIT cuando eran cultivados en condiciones
basales, es decir sin afadirles Con-A al medio (Tabla 4).
Mientras que, cuando estaban en presencia del  mitégeno, las
lecturas de la absorbancia no diferian entre los tres qgrupos
axperimentales (Tabla S). De este modo se pudo comprobar que,
en lineas generales, una disminucidén en la absorbancia delta se
correlacionaba con un aumento proporcional en la absorbancia
basal. Después del andlisis estadistico, se observd que el
aumento en la absorbancia basal resultaba mucho mAs significativo

(P < 0.001} gue la disminucidn en la absorbancia delta (P < 0.05).

Las diferencias encontradas influyeron para modificar el
punto de vista expresado en el parrafo anterior. Al toma‘r an
cuenta las lecturas de la absorbancia basal fue dificil continuar
afirmando que los linfocitos de; los animales inyectados con
estafilococos tenian deprimida su capacidad para responder al
'estimulo de la Con-A, como lo sugerian los reaultados. de 1la
absorbancia delta. 1as lecturas basales estaban a favor de que
los tratamientos IP con estafilococos muertos mas bien provocaban

una estimulacidén metahdlica de alguna o varias subpoblaciones de
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células esplénicas de los ratones. Por esta razon, cuando las
células del bazo de los ratones desgastados se cultivaban in
vitro, se pudo cbservar que tenian aumentada su capacidad para
reducir el MIT sin necesidad de aRadir al medio un mitégeno que

estipulara a los linfocitos.

En las dos tablas siguientes se presentan los valores
promedio de la reduccidén del MTT por las células esplénicas, con y
sin Con-A en el medio de cultivo. Los resultados de las lecturas
individuales, por triplicado, aparecen en el Apéndice I. En la
Figura 7 se presenta una grafica gque ilustra la afirmacidén

anterior.
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CONDICION ABSORBANCIA

EXPERIMENTAL (Fondo) DESVIACION
DE LOS N ESTANDARD
RATONES x
DESGASTADOS 0.942 0.120 < 0.05
CONTROLES 0.740 0.053 > 0.3
SANOS 0.736 0.109

< 0.001

Tabla 4. Valores promedio de las absorbancias obtenidas con los
sobrenadantes de los cultivos de linfocitos que fueron incubados
en condiciones basales, es decir sin Concanavalina-A. Se
presentan los resultados de los ratones incluidos en 1los tres
grupos experimentales. Se puede observar que los valores de las
absorbancias se elevan significativamente en el grupo de 1los
ratones que fueron inoculados con estafilococos (P < 0.001). En
cambio, no hubo diferencias entre las absorbancias de los
sobrenadantes de los cultivos con linfocitos de los ratones
inyectados con SSI y no inyectados.
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CONDICION ABSORBANCIA

EXPERIMENTAL (Con~A) DESVIACION
DE LOS N ESTANDARD
RATONES X
DESGASTADOS 1.234 0.146 > 0.1
CONTROLES 1.192 0.218 > 0.3
SANOS 1.122 0.137

> 0.3

Tabla 5. Valores promedio de la absorbancia del
medio de cultivo cuando los linfocitos esplénicos

en presencia del mitdgeno Con-aA. Se presentan
obtenidos en los tres grupos de ratones que se
diferentes condiciones experimentales. Se puede

sobrenadante del
fueron incubados
los resultados
encontraban en
observar que los

tres valores promedic no difieren significativamente entre si

{p < 0.3).
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Figura 7. Valores de la absorbancia basal en el sobrenadante del
medio de cultivo cuando las células esplénicas, incubadas gin al
mitdgeno Con-A. Las barras muestran los valores ' promedio
obtenidos, en los tres grupos exprimentales, en 1os animales que
fueron sacrificados 1 dia después de terminar las inyecciones
intraperitoneales.
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6.6, EVOLUCION DE LA DISMINUCION DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA
(VALORES DELTA) DE LOS LINFOCITOS ESTIMULADOS, EN EL GRUPO DE
RATONES DESGASTADOS.

Una vez demostrado que los valores de la absorbancia delta
de la respuesta proliferativa de los linfocitos estimulados con la
Con-A sSe encontraban disminuidos en el grupoc de ratones
desgastados, el paso siguiente fue estudiar la evolucidn de este
descenso durante las dos semanas que siguieron al término del

tratamiento IP con estafilococos.

Con este propésito se realizé otro experimento en donde los
ratones desgastados, con sus correspondientes controles sanos,
fueron sacrificados 1, 5, 10 y 15 dias después del tratamiento con
las bacterias muertas. Todos los animales fueron utilizados
para cultivar jip vitro sus linfocitos esplénicos y estudiar 1la
respuesta de los mismos después del estimulo con la Con-A. Los
resultados revelaron que la disminucién inicial de los valores de
la absorbancia delta se acentuaba cinco dias mas tarde (P < 0.001)
en el grupo de ratones tratados coh estafilococos. Posteriormente,

estos animales presentaban una tendencia a recuperar los valores

delta de los ratones normales. La evolucidn de la respuesta se
puede apreciar en la Figura 8. Los resultados se presentan en
la Tabla 6. ’
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Al comparar los resultados de la absorbancia delta después
de estimular los linfocitos con el mitdgeno, se observaron dos
fendémenos diferentes, . Primero, tanto en 1los animales
desgastados como en sus controles sanos los valores obtenidos con
los ratones sacrificados en las dos primeras fechas (1 y 5 dias
postratamiento) fueron significativamente inferiores a 1los
resultados de las dos Ultimas (10 y 15 dias postratamiento). sin
embargo, los valores delta obtenidos con los linfocitos de los
ratones desgastados siempre fueron inferiores a los de los ratones
normales, particularmente 1 y § dias postratamiento, donde las
diferencias resultaron estadisticamente significativas. Ver la

Figura 8.

64



CONDICION DIAS POSTRATAMIENTO IP

EXPERIMENTAL
DE LOS
RATONES 1 5 10 15
0.292 0.176 0.417 0.544  F = 12.07
DESGASTADOS 4 4g3 0.106 0.122 0.334 P < 0,001
0.386 0.374 0.507 0.568 F =13.25
SANOS 0.102 0.049 0.194 0.286 P < 0.05

Tabla 6. Valores promedio de la absorbancia delta obtenidos con
los sobrenadante de los cultivos, 1, S, 10 y 15 dias después del
tratamiento IP, utilizando linfocitos esplénicos de los ratones
_desgastados y de sus correspondientes controles sanos. Los
resultados revelan que la evolucién de la respuesta
linfoproliferativa fue similar en los dos grupos, aungue 1los
valores delta obtenidos en el grupo de los ratones desgastados
fueron significativamente inferiores a los del grupo de ratones
normales. Los valores que aparecen en los renglones superiores
corresponden a los promedios de la absorbancia, mientras que los
de los renglones inferiores representan la desviacién estandard
correspondiente. Los resultados individuales se presentan en el
Apéndice I.
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Figura B. Representacién grafica, con barras, de laa similitudes y

las diferencias que se encontraron al comparar la evolucién de los

valores promedio de la absorbancia delta.

La reduccidén del MTT

se llevé a cabo con los linfocitos de los ratones desgastados y
los de sus correspondientes controles normales, 1, S5, 10 y 15 dias
después de terminar el tratamiento IP.
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6.7. EVOLUCION DEL AUMENTO EN LA ABSORBANCIA BASAL DEL
SOBRENADANTE, EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS NO ESTIMULADOS,
DE LOS RATONES DESGASTADOS.

Dos diferencias importantes fueron observadas al comparar la
evolucién de la capacidad para reducir el MTT en dos poblaciones
de 1linfocitos, obtenidas de animales desgastados y de sus
controles sanos, cuando fueron cultivados en un medio que no

contenia el mitdgeno Con-A.

Por una parte, en el grupo de los ratones sanos la
absorbancia basal se mantuvo sin grandes variaclones (p > 0.7)
desde el dia 1 al dia 15 postratamiento. En cambio, en el otro
grupo de ratones, desgastados por las inyecciones con
estafilococos, los valores de la absorbancia basal elevada en el
primer dia contrastaron significativamente (P < 0.001) con una

tendencia a la normalizacién durante los dias siguientes.

La otra diferencia, que puede observarse en la Tabla 7, se
obtuvo al comparar los promedios de la absorbancia basal del
sobrenadante en los cultivos de linfocitos de los dos grupos de
ratones. Nuevamente fue evidente que las diferencias
estadisticamente significativas observadas el primer dia se fueron
atenuando paulatinamente hasta llegar a desaparecer al final del

experimento, dos semanas después de terminado el tratamiento IP.

Estos resultados indican gque, una vez concluido el pertodo
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de inyecciones IP con estafilococos e iniciado el otro periiodo de
recuperacién fisica e inmunoldgica, el estado de hiperactividad
metabélica de las células esplénicas de los ratones desgastados
fue disminuyendo paulatinamente hasta llegar a la normalidad 15
dias mas tarde. Los valores promedio de estos fendmencs se
presentan en la Tabla siguiente y los correspondientes valores

individuales aparecen en el Apéndice I.
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CONDICION DIAS POSTRATAMIENTO

EXPERIMENTAL
DE L0S
RATONES 1 5 10 15

0.942 0.756 0.891 0.728 F = 11.41
DESGASTADOS 0.120 0.092 0.076 0.094 P < 0.001
' 0.736 0.746 0.712 0.714 F = 0.45
SANOS 0.109 0.062 0.115 0.173 P > 0.7

Tabla 7. Valores promedio de la absorbancia basal, con linfocitos
esplénicos no estimulados que habian sido obtenidos de ratones
desgastados y de sus correspondientes controles sanos. Se puede
observar que, en el caso de los animales desgastados, la capacidad
para reducir el MIT disminuye paulatinamente durante las dos
semanas siguientes al tratamiento con estafilococos por via IP y,
como una consecuencia, se encuentran diferencias significativas
entre las determinaciones realizadas en las cuatro fechas
sefaladas. En cambio, en el caso de los ratones normales, los
valores de la absorbancia se mantienen sin cambios durante esas
dos semanas y no existen diferencias significativas entre ellos.
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6.8. REDUCCION DEL MTT POR LOS LINFOCITOS DE LOS RATONES CONTROL
INYECTADOS CON SOLUCION SALINA IP.

Cuando fueron cultivadas jpn vitro, con y sin Concanavalina-A,
las células esplénicas de los ratones inyectados IP con S8SI
redujeron el colorante MTT en una forma similar a las células
esplénicas de los ratones normales. Cuando las células se
obtuvieron de ratones que habian sido sacrificados un dia despuds
de terminar 1las inyecciones IP de SSI, los valores de 1la
absorbancia en el sobrenadante del medio de cultivo no mostraron
el aumento basal y 1la disminucién delta que habian side
encontrados en los cultivos de células de ratones desgastados.
Estos resultados ya fueron incluidos en las Tablas 3, 4 y 5. Por
otra parte, los valores de la absorbancia se mantuvieron sin
grandes variaciones cuando los ratones inyectados con S8SI fueron
sacrificados 5, 10 y 15 dias mas tarde.‘ Estos ultimos resultados
se presentan en la Tabla 8 y se pueden apreciar grAficamente en la

Figura 9.
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CONDICION DIAS POSTRATAMIENTO IP

EXPERIMENTAL

DE LOS

RATONES 1 5 10 15

CONTROLES (1} 1.192 1.256 1.252 1.278 F=0.7
0.218 0.084 0.079 0.108 P < 0,5

SANOS (2) 1.122 1.120 1.170 l.121 F=2.2
0.137 0.076 0.142 0.188 P < 0.1

Tabla 8. Valores promedio de la absorbancia (y sus

correspondientes desviaciones estandar) en el sobrenadante de los

cultivos de células esplénicas mas Con-A. Los resultados

corresponden a las células de los ratones que fueron inyectados IP
con SSI durante 1 mes (1) y a las células de los animales sanos
que no recibieron ningun tratamiento (2), obtenidas de animales
sacrificados 1, 5, 10 y 15 dias después de terminar el tratamiento
IpP.
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Figura 9. Comparacién de los valores promedio de la absorbancia
obtenidos en el sobrenadante de cultivos de células esplénicas de
ratones Balb/c que fueron inyectados durante 1 mes con SSI via IP
y wsacrificades 1, S5, 10 y 15 dias después. Las barras
corresponden a los promedios obtenidos con 1loa valores delta,
basales y de las células estimuladas con el mitégeno Con-A.
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CAPITULO 7.  DISCUSION.

Los resultados del trabajo revelaron gque los ratones
desgastados mediante inyecciones IP de estafilococos tienen varias
alteraciones en la respuesta proliferativa de los linfocitos T.
Algunas de esas alteraciones no habian sido descritas hasta ahora
en la bibliografia que fue consultada. Este hecho aumenta la
importancia de las observaciones realizadas y ‘permite sugerir
algunas hipétesis que le pueden dar continuidad a la presente

linea de investigaciodn.

La primera parte del trabajo, que trata sobre 1la
estandarizacién de la técnica c019riméttica, permitié seleccionar
la dosis del mitdégeno y la cantidad de células que, al reducir elk
dimetil tiazol tetrazolium (MIT), provocaban los incrementos mas

significativos en las lecturas de la absorbancia.

Una vez estandarizada la prugba de la reduccién del MTT, fue
evidente que el metabolismo basal de las células no estimuladas
era el responsable de aproximadamente 3/4 partes de los cambios de
color que ocurrian en el sobrenadante del medio de cultivo.
Esto se puede apreciar en la Tabla 1. Cuando la proliferacién
de linfocitos fue estimulada por el mitégeno, -los incrementos

delta de la absorbancia, solo representaban 1/4 parte del total
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del MIT reducido. Este resultado indicé que cada lectura tenia
un "fondo" sumamente elevado, aproximadamente tres veces superior
a los incrementos de 1a absorbancia provecados por el estimulo de
la Con-A. Por lo tanto, fue necesario discutir si este hecho
representaba o no una limitacién en el momento de interpretar los

resultados de la prueba.

La prueba de la reduccién del MTT mide una funcién celular
diferente a 1a que revelan otras pruebas aplicadas al mismo
estudio de 1la respuesta proliferativa de los linfocitos
estimulados con una sustancia especifica. En realidad, 1la
técnica de la reduccién del MIT no ha sido propuesta para
sustituir las pruebas convencionales, sino como una.nltarnatlva
que puede simplificar el estudio de la inmunidad celular (63). Lo
mismo gue en los resultados obtenidos por otros autores (34, 60,
62) ,en el presente trabajo se encontré que los incrementos en la
reduccion del colorante, con el consiguiente aumento de 1a
absorbancia del sobrenadante, se correlacionaban perfectamente con
la tasa de multiplicaciones celulares gque revelaba la

incorporacién de la [IH]-tlnldlna al nicleo.

Sin embargo, es conveniente tener en cuenta que, cuando se
cultivan poblaciones heterogéneas de células, la existencia de un
valor de absorbancia basal elevade (causado por la actividad
metabdlica de las células no oﬂtimuladés) debe ser considerado
como un factor que puede influir sobre los resultados de la
absorbancia delta Y dque, por lo tanto, debe ser evaluado

independientemente. Existe la posibilidad de que, en el caso
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de personas o animales con algunas infecciones o sometidos a
diversos estimulos, aumente el met§bclismn de las células en
reposo o disminuya la proporcién de los linfocitos que pueden ser
estimulados por mitdégenos. En estos casos, se puede obtener una
reduccicén significativa de los valores de la absorbancia delta en
el scbrenadante de las células estimuladas y esta disminucidn
puede resultar estadisticamente significativa en el momento de
comparar la absorbancia obtenida en una poblacién control con la

absorbancia del sobrenadante de 1las células de los animales

problema. Esta dificultad podria ser at da si la prueba de
la reduccién del MTT se aplicara a subpoblaciones purificadas de
linfocitos o si la eastimulacién no se realizara con mitégenos sino
con anticuerpos monoclonales especificos para ciertas
subploblaciones. En el caso de wutilizar los mitégenos
convencionales, seria recomendable selaccionar el qﬁ. tuviera
mayor actividad mitogénica. Las lectinas que provocan las
estimulaciones mas déblles o las que actian scbre una menor
cantidad de células también pueden influir para que los resultados
se expresen como incrementos delta nuy pequefios, lo cual puede
reducir las posibilidades de encontrar diferencias entre las
respuestas de linfocitos obtenidos de individuos que se encuertran

. en diferentes condiciones clinicas.

Estas dificultades para interpretar los resultados de la
técnica colorimétrica fueron tomados en cuenta en el momento de
estandarizar la prueba. Asi por ejemplo, se observé que la
reduccién del MTT podia revelar resultados diferentes segun la

forma de jinformar las lecturas de la absorbancia. La mayor
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parte de los trabajos publicados gue se consultaron respecto a la
reduccidén del colorante (34, 63) refieren los resultados como
valores delta o como el indice obtenido después de dividir 1la
absorbancia del sobrenadante en los cultivos de células
estimuladas entre la absorbancia del sobrenadante en los cultivos
de células que estaban en condiciones basales. De acuerdo a
nuestro punto de vista, esta forma de procesar y presentar los
resultados puede proporcionar una informacién que no refleja
fielmente los cambios en el metabolismo de las diferentes células

esplénicas.

De acuerdo a los resultados de los experimentos para
estandarizar la prueba de la reduccién del MTT, se recomienda que
tanto los valores de la absorbancia delta, de la absorbancia basal
Yy de la absorbancia del sobrenadante de las células estimuladas
deben ser analizados en una forma independiente, porque cada uno
de ellos revela diferentes aspectos de la condicién metabélica de

las células cultivadas.

La capacidad de los linfocitos T esplénicos para reducir el
colorante MTT después de recibir la estimulacién de un mitégeno,
debe ser interpretada después de estudiar la absorbancia en
condiciones basales y de comparar estos resultados con los
obtenidos en el sobrenadante de las células estimuladas. Los
valores delta o los 1indices de reduccidén regrp;entAQ una
informacién adicional que puede ser aceptaoé'siempre y cuando las
lecturas dolla absorbancia basal no revelen diferencias entre los

grupos experimentales.
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La segunda parte del trabajo trata sobre la posibilidad de
que, cuande se estudia 1la proliteraciﬁﬁ de los linfocitos
cultivados y estimulados, el procedimiento de la incorporacién
nuclear de la timidina tritiada puede ser substituido por 1la
técnica de la reduccidén de las sales de MTT. Al comparar los
resultados de las dos pruebas, realizadas sobre varias poblaciones
de linfocitos esplénicos de ratones normales, se obtuvo una
correlacién aceptable que aparece en la Figura 4. No obstante,
las dos pruebas tienen una sensibilidad diferente. El método
isotépico tiene una sensibilidad superior a la del colorimétrico

(61) .

De acuerdo a los resultados de la estandarizacidén, en cada
pozo de la microplaca fueron colocadas 300 x 103 células de
ratones normales y 2 ug/ml de Con-A. En estas condiciones los
resultados de la lectura de la absorbancia en el sobrenadante se
correlacionaron perfectamente con la incorporacién de 1la
[3H]-timidina. Esto fue interpretado en favor de que la prueba
colorimétrica representaba una alternativa de utilidad y podia
medir, en una forma significativamente reproducible; la respuesta
proliferativa de los linfocitos T de los ratones normales, cuando

C—tasG81G1ac ::anﬂcﬁltivadﬁs in vityro y estimuladas con el mitdgenc

mencionado.
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Sin embargo, en otras condiciones, utlilizando un mitégeno
menos potente o administrando un tratamiento inmunosupresor a los
animales, es posible que la prueba de la reduccién del MTT no
alcance a tener la suficiente sensibilidad para permitir apreciar
algunas diferencias entre la respuesta proliferativa de 1los
linfocitos T de animales gue tienen diferente grado de competencia
inmunolégica. En estos casos, la técnica de la incorporaclén de
la [3H]-t1midina ofrece mayor sensibilidad que 1la prueba

colorimétrica, como ya ha sido informado por otros autores (61).

De todos modos, la técnica de la reduccién del MIT tiene
varias ventajas que la convierten en una alternativa recomendable
cuando la prueba de la incorporacién nuclear da la (3H]-t1mid1na
no es accesible. La prueba colorimétrica tiene menor costo,
resulta relativapente fécil de e-tanduriiar, permite medir
fielmente la respussta proliferativa de los linfocitos T de los
animales normales y tiene un alto grado de reproducibilidad.
AdemAs, consume menos tiempo y representa menos riesgos para la
salud del personal de laboratorio que la prueba isotdépica. Estas
ventajas podrian ser magnificadas si, en el momento de interpretar
los resultados, se toma en cuenta la condicién inmunolégica de la
pu:lonu o el animal del cual proceden los linfocitos. Conviene
recordar que la prueba del MTT mide la actividad metabdlica de las
células. Nosotros podemos encontrar con suficiente exactitud
que eéta actividad se encuentra aumentada cuando los linfocitos
normales se dividen después de la estimulacién con un mitégeno.

Sin embargo, es conveniente no olvidar que la condicién clinica en
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la cual se encuentra el paciente o el animal de laboratorio
también pueden modificar los valores de la absorbancia en una
forma independiente a la tasa de multiplicaciones de los

linfocitos.

Como la prueba del MTT resulta una medida "indirecta® de la
proliferacion celular, tiene todos los riesgos e inconvenientes de
los procedimientos que no miden un evento primario sino el
secundario o el terciario. Por estas razones, su aplicacién
exige diversos controles y, algunas veces, para la aceptacién de
los resultados es necesario conocer la condicitn clinica e

inmunolégica del individuo donador de las cédlulas,

Ia tercera parte del trabajo estudié si, después de un
tratamjento IP con estafilococos, los ratones desgastados tenian
modificada 0 no la respuesta de los linfocitos T estimulados con
la Con-A. Los rosultados revelaron varios aspectos interesantes
de la inmunidad celular del animal desgastado. El uso de la
prusba de la reduccién del MTT permitidé obtener una informacidn
dal estado de la CMI del animal desgastado que, probublelont;, no
hubiera sido detectada con la técnica de la incorporacién de la
(°n)-timidina. ‘

En los cultivos que se realizaron con las células esplénicas
de ratones sacrificados un dia despuds de haber terminado las
inyecciones IP de estafilococos, se obtuvieron tres resultados

diferentes que parecian contradictorios.
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Primero, los valores de la absorbancia delta resultaron
significativamente inferiores en el grupo de ratones desgastados
en relacién a los otros dos grupos de animales (P < 0.05).
Segundo, en el mismo grupo de animales desgastados y en contraste
con el resultado anterior, los valores de la absorbancia basal
fueron significativamente superiores a los obtenidos en los
cultivos de células de los controles (P < 0.001). Tercero, en
cambio, en los cultivos de células a las cuales se afadia Con-A,
la absorbancia del sobrenadante resultdé similar en los tres grupos
de animales, desgastados y no desgastados (P > 0.3). Quince
dias més tarde, los valores promedio de la absorbancia (basal,
delta y de las células estimuladas), en los sobrenadantes de los
cultivos, no revelaron diferencias entre la capacidad de las

células de los tres grupos de ratones para reducir el MTT.

Para los propésitos de nuestro trabajo, estos tres
resultados de la reduccidén del MTT por las células esplénicas de
los animales desgastados deben ser analizados en una forma
independiente, porgue pueden revelar la existencia de dos
fendmenos distintos. Uno de estos fendmenos, en el cual es
necesario pensar si se toman en cuenta 1los valores de 1la
absorbancia delta, puede ser que los animales desgastados tienen
disminuida su capacidad para responder a la Con-A. Sin
embargo; también puede ocurrir que las condiciones experimentales
de estos animales modifican el contenido de linfocitos T en el

bazo. Esto ultimo puede suceder a causa de que el drgano es
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infiltrado por células mononucleares procedentes de otros tejidos
o de la cavidad peritoneal o, también, porque los linfocitos T
abandonan el bazo © porgque mueren a causa del tratamiento que
reciben los animales. A la inversa, un aumento en los valores
de la absorbancia basal a causa de una mayor cristalizacién de las
sales del MTT puede Iindicar una mayor actividad metabdlica o
proliferativa de los linfocitos T que son estimulados por el TNF o
alguna otra citocina liberada por los macréfagos. 8in embargo,
el mismo aumento de la absorbancia basal puede estar relacionado
con un incremento en la proporcién de las otras subpoblacicnes de
células gue, espont&neamente © no, tienen aumentada su actividad
metabdlica a causa de las condiciones del experimento que, en este

caso, serian las inyecciones IP de estafilococos muertos.

§i se toman en cuenta unicamente los valores de la
absorbancia basal o de la absorbancia del sobrenadante en los
cultivos de las células estimuladas, los resultados coinciden con
los de otros experimentos que habian sido realizados previamente.
Asi por ejemplo, loa linfocitos T de los ratones desgastados no
tenian disminuida su capacidad para inducir una reaccién local GvH
(21) ni tampoco perdian su-capacidad para rechazar aloinjertos de
piel (8). Todos estos resultados pueden ser considerados como
reacciones paraddjicas o contradictorias, ya que los ratones
desgastados mediante inyecciones IP de estafilococos tienen un
timo reducido de tamafio (que ha sido calificado "atréfico"), una
linfopenia acentuada y ganglios linf4dticos de menor tamaiio que los

de los animales control (8). A todo esto se puede afadir que la
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literatura consultada reune una larga serie de observaciones en
favor de que las personas y los animales de laboratoric que se
encuentran sujetos a condiciones desgastantes y que tienen
linfopenia y timo hipopldsico, generalmente presenta un compromiso
importante de la CMI. Como ejemplos se pueden citar los casos
de las personas infectadas con el HIV (49) o el de los nifios con

una desnutricién proteico-calérica grave (68).

Si suponemos que la totalidad de las cédlulas esplénicas son
linfocitos y si solamente se toman en cuenta los valores de la
absorbancia basal, los resultados de nuestro trabajo podrian ser

interpraetados como una paradoja mucho mayor.

Las células monocnucleares, no estimuladas, de los ratones
desgastados mostraron un aumento significativo de su capacidad
para reducir el MIT (P < 0,001) cuando los ratones eran
sacrificados 1 dia después de terminar las inyecciones IP de
estafilococos. Sin embargo, cinco dias mas tarde, las células
asplénicas no estimuladas de los ratones desgastados recuperaron
su metabolismo normal y redujeron las mismas cantidades de MTT que

las células esplénicas de los animales control.

Todos los comentarios anteriores muestran las dificultades y
las contradicciones que aparecen en el momento de expresar los
resultados de la reduccién del MTT como un promedioc unico, bien

sea este absorbancia delta o absorbancia basal. En un caso la
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prueba revelaria gque la actividad metabdélica de los linfocitos se
encuentraba disminuida y en el otro caso 1la misma prueba
muestraria un resultado completamente opuesto. Las dos
interpretaciones corresponderian a los cultivos realizados con las
células de los ratones desgastados que fueron sacrificados
inmediatamente después de terminar los ciclos de inyecciones IP

con estafilococos muertos.

Nosotros creemos que en los dias siguientes a la. induccién
del desgaste, el aumento en la absorbancia basal y la disminucién
en la absorbancia delta revelan que, posiblemente, sobre nuestros
resultados influyeron dos fendmenos distintos muy importantes.
El primero de ellos podria ser un aumento significativo en la
proporcién de macréfagos y/o monocitos contenidos en la suspensién
de células esplénicas de los animales desgastados. El segundo
consistiria en el estado de hiperestimulacién en el cual se
encontrarian esas células fagociticas después del curso de

inyecciones IP utilizando la suspensién de estafilococos muertos.

Las dos proposiciones deben ser tomados en ¢ en el to de

discutir la condicién inmunolégica del animal desgastado.

De acuerdo a 1los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se propone la hipdétesis de que las células esplénicas del
ratén desgastado se encuentran sobreestimuladas. Ademds, se
considera gque las principales manifestuciones clinicas del
sindrome y la depresién observada en la sintesis de anticuerpos

son una consecuencia indirecta del exceso de estimulaciones IP con
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estafilococos y no de la desnutricién asociada. Para fundamentar
la proposicién anterior se van a utilizar los resultados de la
reduccién del MTT obtenidos uno y cinco dias después de terminar

el tratamiento IP con estafilococos.

Cuando las células de los ratones desgastados no fueron
estimuladas in vitro con la Con-A, el exceso de sales de formazan
en el medio de cultivo indica un aumento del metabolismo celular
en condiciones basales. Nuestro experimento no estuveo disefado
para aclarar cudles células podrian ser las responsables de este
aumento en la absorbancia basal. Por eso no tenemos resultados
en favor de una u otra poblacién. Sin embargo, creemos que
solo puede existir una alternativa los linfocitos T o los
macréfagos. Cualesquiera de las dos poblaciones de células
esplénicas pudo tener elevada su actividad metabélica a causa de
las condiciones experimentales a las cuales estuvieron sometidos
los ratones desgastados. si las células estimuladas fueran los
macréfagos, los responsables de su activacién in vivo serian los
estafilococos muertos que fueron inyectados durante un mes por via
IP. En el caso de los linfocitos, los responsables de su

activacién y/o proliferacién in wvive serian las citocinas

liberadas por los macréfagos activados. En el caso de los
ratones sacrificados uno o dos dias después de terminar las
inyecciones de estafilococos muertos, estas dos poblaciones de
células, estimuladas metabdlicamente, continuarian activadas
después de sacrificar los ratones y durante el cultivo en
condiciones, basales, es decir sin Con-A. Ellas podrian ser las

responsables del incremento en la absorbancia basal.
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Existen varios trabajos publicados recientemente por otros
autores que confirman nuestro punto de vista. La inyeccién
endovenosa de estafilococos muertos a conejos (73) provoca
anormalidades fisioldégicas similares a las observadas cuando se
inyectan endotoxinas o bacterias Gram-negativas. La
activacién del complemento, necrosis de tejidos,
trombocitopenia, agregacién de leucocitos polimorfonucleares,
hipotensién y el estado de shock de los conejos ya habian sido
prdvocados experimentalmente mediante la inyeccién de TNF (74).
En el caso de los conejos inyectados con estafilococos muertos
(73), la concentracién de esta citocinas en el suero fue
encontrada aumentada significativamente. La interleucina-1
también puede provocar un estado de shock similar cuande se
inyecta a los conejos (75). Los mismos aumentos de 1la
produccién de TNF han sido provocados por Pneumocystis carinii
(76), Toxoplasma gondii (77) y el HIV-1 (78), asi como despuéds
de la interaccién in vitro de los macréfagos con Candida -
albicans, Plasmodjum vivax o tripanosomas.

Sin embargo, no se debe tratar de comparar el deterioroc de
la CMI en personas o animales parasitados o infectados en una
forma crénica con la respuesta estimulada, en condiciones basales,
de los ratones de nuestro experimento. Los animales inyectados
con estafilococos muertos no estaban infectados ni parasitados,
las dosis de bacterias muertas solo fueron aplicadas cada tercer

dia y el ciclo de inyecciones IP solo se prolongd 28 dias.
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Estas diferenclas conducen a dos preguntas importantes.
Con cudles otras enfermedades desgastantes, humanas o inducidas
experimentalmente en animales, se podria comparar la condicién
clinica e inmunoldgica del ratén inyectado con estafilococos
muertos ?. Los cambios observados en la respuesta de las
células esplénicas cultivadas, con o sin Con-A, representan un
fendémeno exclusivo del ratén desgastado con estafilococos o son
reacciones compartidas por cualguier organismo vertebrado que es

estimulado con productos bacterianos durante cierto tiempo ?.

la sobrestimulacién de los macréfagos peritoneales con
productos bacterianos, por via IP y durante 1 mes, provacd la
aparicién de manifestaciones diferentes a las del shock téxico que
ha sido inducido por otros autores (73) al inyectar conejos con
estafilococos muertos por via endovenosa. En estos casos, los
sintomas similares al shock se relacionan con un aumento en 1la
produccién de TNF. En ‘los animales de este experimento (73)
las bacterias muertas %ueron inyectadas por via endovenosa y esta
puede haber sido la diferencia que provocé resultados diferentes a
los que nosotros presentamos en este trabajo. No obstante,
creemos que en las dos situaciones se provocé una estimulacién de

los macréfagos y la liberacién de cantidades diferentes de TNF.

Por otra parte, el desgaste fisico e inmunolégico de los
pacientes con algunas parasitosis crdénicas, paludismo por ejemplo,
también ha sido atribuido a la liberacién de TNF. Sin embargo,

en estos pacientes se ha encontrado una disminucién en 1la
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respuesta proliferativa de los 1linfocitos T (51, 52, 53).
Todas estas observaciones sugieren que el TNF y varias otras
citocinas inmunomoduladoras pueden estimular y/o deprimir la CMI.
Estos efectos diferentes dependen de la magnitud y del tiempo de
estimulacidn. Aparentemente, la depresidén de la CMI Be observa
cuando personas © animales de laboratorioc producen grandes
cantidades de TNF durante clerto tiempo. Esta situacidén
generalmente estd asociada con el pasc a la sangre o la inyeccilén
endovenosa de los parasitos o las bacterias. Conviene tener en
cuenta que tanto las manifestaciones del shock como las lesiones
tisulares de esos animales no han sido atribuidas directamente a
la accién del TNF. Aparentemente, el factor activador de las
plaquetas (PAF) y el quinto componente del sistema complemento

(C5) son los mediadores de los efectos provocados por el TNF (81).

En el caso de los animales desgastados de nuestro modelo, la
sobreestimulacién con estafilococos muertos provocéd una serie de
transtornos en la respuesta de los linfocitos después de la
estimulacién jn vitro con el mitdgeno Con-A. La respuesta
basal aumentada después de la estimulacién, es un resu{tado
diferente a los que hemos mencionado en los parrafos anteriores.
Esta diferencia probablemente depende de la cantidad de bacterias
inyectadas. El deterioro fisico e inmunolégico de los ratones
desgastados no se puede comparar con el de los pacientes con
enfermedades crénicas. Mas bien, el desgaste observado en el
presente trabajo resulta comparable al de los pacientes que tienen

infecciones agudas graves.
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) Un aspecto importante de esta discusidn consiste en
distingulr gque la sobreestimulacién de los macréfagos es un
fendémeno diferente al de sobrestimulacién de los linfocitoes. No
tenemos actualmente resultados gque nos permitan proponer si los
animales desgastados se encuentren en alguna de estas dos
condiciones. Sin embargo, no parece probable que 1la
disminucién de 1la absorbancia delta haya sido un fendmeno
comparable al observado por Suzuki y colaboradores (67), quienes

encontraron una disminucién de la respuesta proliferativa de

linfocitos scobreestimulados. Ellos utilizaron diferentes clonas
de células T, las cuales fueron estimuladas con altas
concentraciones de antigenos especificos. Sus resultados

indican gue, en esas condiciones, los linfocitos tenian una falla
para dividirse. Es probable que los cultivos de células de los
animales desgastados contuvieran una mayor proporcién de
macréfagos sobrestimulados in vivo y que la actividad metabdlica
‘de ellos haya influido en los resultados de la reduccién del MTT.

En el caso de nuestros resultados, la absorbancia delta
puede disminuir, en una forma secundaria, cuando la absorbancia
basal se encuentra elevada. Un dia después de terminar las
inyecciones de estafilococos, el incremento de la absorbancia
basal resulté mids significativo que 1la disminucién de 1la

absorbancia delta.

En defensa de la hipétesis que se propone, estamos de
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acuerdo con los trabajos publicados por otros autores en favor de
que el TNF liberado por los macréfagos puede actuar como un
inductor o estimulante de la CMI (42). En este sentido, 1la
molécula de TNF se comporta de una manera similar a la IL-2 (43).
Por otra parte, algunos trabajos experimentales realizados con
ani\_nalas sanus han mostrado que el TNF estimula las funciones de
los linfocitos T en la misma forma que deprime las funciones de
los linfocitos B (79). La liberacién prolongada de TNF por los
macréfagos parjitoneales puede ser considerada como responsable de
las anormalidades encontradas en la sintesis de anticuerpos por
los ratones desgastados. Trabajos publicados por otros autores
demuestran que las inyecciones de caquectina/TNF tienen un efecte

deletéreo sobre la subpoblacién de linfocitos B.

Nosotros discutimos también 1la posibilidad de que el
incremento observado en la absorbancia basal sea indicativo de una
mayor tasa de multiplicaciones en los linfocitos que no fueron
estimulados por 1la Con-A. Existe la posibilidad de gque el
aumento de la absorbancia basal en el sobrenadante de los cultivos
de células esplénicas del grupo de ratones desgastados,
probablemente refleje una mayor tasa de actividad metabélica o un
mayor nimero de multiplicaciones de 1los 1linfocitos T . no
estimulados. - Sin embargo, también se debe considerar - la
posibilidad de que la poblacién de células esplénicas de 1los
animales inyectados con estafilococos se encuentra infiltrada por
macréfagos o monocitos activados y que estas células emigradas

pueden ser las responsables del aumento observado en la reduccién
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del MTT cuando el cultivo se encuentra en condiciones basales.

Al final de esta discusién y tomando en cuenta los
resultados obtenidos cince dias después de terminar 1las
inyecciones IP con estafilococos, resulta razonable aceptar la
posibilidad de gque, ademds de la probable alteracidén en 1la
produccién de TNF (apoyada en los resultados de varios trabajos
realizados por otros autores), varias citocinas mas influyeron
para modificar 1la actividad metabdlica de las células de 1los
animales desgastados. Probablemente el desgaste se acompana de
transtornos en los mecanismos que modulan la respuesta de células
T, como la produccién de -2, I1-4, interferones o
prostaglandinas, Esta ultima substancia resulta importante
porgue tiene una actividad moduladora negativa en la respuesta de
células T. Las alteraciones inmunoldgicas de los animales
desgastados puedan relacionarse con un deterioro en los mecanismos
que modulan la respuesta de células T. Los cambios en la
modulacién de los linfecitos T pueden ser los responsables de la
depresién en la suntesis y formacién de anticuerpos que

caracteriza el desgaste (20}.

El capitulo de la inmunomodulacién que llevan a cabo las
interleucinas es muy amplio y todavia no se conoce completamente.
La mayor parte de los resultados que han sido obtenidos provienen
de experimentos realizados in vitro. Los cambios que pueden
ocurrir en el curso de infecciones y enfermedades desgastantes

graves o crénicas son dificiles de reproducir, completamente, en
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un tubo de ensaye o en el pozo de una microplaca. Por otra
parte, no son abundantes los trabajos de investigacién clinica que
ofrezcan informacidén sobre los cambios de la inmunomodulacién en
el curso de las interacciones del hospedero con productos de los

microorganismos o parasitos.

Al final de esta discusién, en el capitulo siguiente,
presentamos las conclusiones del presente trabajo. Creemos que
los resultados obtenidos han abierto una nueva puerta para
comprender la inmunidad del animal desgastado. Los resultados
obtenidos van a permitir explorar nuevos aspectos de las
interacciones entre el hospedero y los agentes, exégenos Yy
endégenos, gque pueden provocar la aparicién de enfermedades
desgastantes. Es indudable gue, al aumentar el conocimiento
sobre todas estas interacciones, vamos a gquedar mejor preparados
para intentar la prevencién o el tratamiento de las complicaciones
que aparecen en el curso de las enfermedades prolongadas. El
resultado solo puede ser mejorar la calidad de la vida de estas

‘personas.
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CAPITULO 8, CONCLUSIONES.

la prueba colorimétrica de la reduccidén del MIT permitid
estudiar la inmunidad celular de los ratones y proporcioné
resultados comparables a los de la incorporacién nuclear de 1la
[3H]~timid1na (r = 0.877). La relativa sencillez de la prueba
colorimétrica y la facilidad con la que pudo ser estandarizada
permiten proponerla como una alternativa confiable para el esgudio
de la inmunidad celular. Asi mismo, se recomienda que se estudie
la posibilidad de introducirla en el 1laboratorio clinico de
algunos hospitales que no cuentan con recursos para trabajar con
isdtopos, porque podria ser de utilidad en el momento de estudiar
la respuesta proliferativa de linfocitos T de pacientes en los

cuales se sospeche un compromiso de la inmunidad celular.

Se confirmé que las inyecciones intraperitoneales con
estafilococos provocan la aparicion de un sindrome desgastante que
se caracteriza por pérdida de peso, infecciones frecuentes y un

alto indice de mortalidad.

En condiciones basales, es decir sin recibir el estimulo de

la Con-A, 1los linfocitos de 1los ratones desgastados tienen
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aumentada su capacidad de reducir el colorante MTT cuande los
estudios se realizaron un dia después de terminar las inyecciones
intraperitoneales de estafilococos. Este resultade fue
interpretado come un aumento en el metabolismo de los macréfagos
esplénicos a causa de su interaccion con los productos de las
bacterias. Es probable que, ademds, en las células el bazo se
encuentre aumentada la proporcién de macréfagos respecto a la de

linfocitos.

El aumento en la actividad metabdlica de 1las células
esplénicas no estimuladas sugiere 1la posibjilidad de gque 1los
macréfagos del animal desgastado tengan aumentada la produccién de
algunas citocinas, como IL-1 y TNF, las cuales puden ser las
responsables del deterioro fisico e inmunolégico que caracteriza

al desgaste.

Los valores de la absorbancia delta se encontraron
disminuidos en los sobrenadantes de los cultivos de células
esplénicas de ratones desgastados. Easta disminucidn
significativa de los valores promedio fue evidente cuando las
células, obtenidas de animales sacrificados uno y cinco dias
después de terminar el tratamiento con estafilococos, fueron
cultivadas en presencia de concanavalina A. La disminucién de la
absorbancia delta fue considerada como la imagen en espejo del
aumento obtenido al medir la absorbancia basal. Sin embargo,
como los resultados solo se complementan parcialmente, se sugiere
la posibilidad de que el desgaste también provoque una disminucién

.del numero y/o la competencia de los linfocitos en el bazo de los
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animales gue recibieron las inyecciones de estafilococos..

La normalizacion de los resultados, quince dias despues de
terminar el tratamiento IP, confirma el cardcter transitorio de la
inmunodeficiencia secundaria a 1la inyeccidén de estafilococos

muertos.

Los cambios observados al medir la capacidad de las células
esplénicas para reducir el colorante MTT, fueron completamente
diferentes a los que habian sido encontrados al medir la respuesta
de anticuerpos de animales con el mismo sindrome experimental.
Sin embargo, en el trabajo se propone la hipétesis de que todos
ellos son la expresién de una excesiva produccidén de citocinas por

parte de macréfagos hiperestimulados con estafilococos.
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CAPITULO 8. RESUMEN.

El presente trabajo tuvo como objetivos estandarizar la
prueba colorimétrica de la reduccién del MTT, comprobar que la
reaccidn resulta de utilidad para medir la proliferacidén de
linfocitos estimulados con un mitégeno convencional y utilizarla
para demostrar los cambios que una enfermedad desgastatnte
experimental puede provocar en la respuesta celular de ratones

recién nacidos.

Los resultados demostraron que la reduccién del MTT es una
prueba de bajo costo y de facil estandarizacidn. Ademas, se
encontré que, después de la estimulacién in witro de 1los
linfocitos esplénicos, las lecturas colorimétricas del
sobrenadante se correlaclonaron en una forma estadisticamente
significativa con las lecturas isotépicas de la [JH]-timidina
incorporada al nucleo. Por otra parte, cuando la reaccidn
colorimétrica fue aplicada al estudio de la inmunidad celular de
ratones desgéstados, la prueba del MTT resultd iutil para revelar
que los linfocitos de los animales inmunocomprometidos presentaban
una reduccién de los valores de la absorbancia delta y un aumento

de los valores de la absorbancia basal.
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La respuesta proliferativa de los linfocitos estimulados con
el mitégeno Con-A fue evaluada 1, 5, 10 y 15 dias después de
terminar el tratamiento intraperitoneal con estafilocos. Las
lecturas de la absorbancia del sobrenadante mostraron que, un dia
después de terminar las inyecciones de bacterias muertas, las
células esplénicas de los animales desgastados tenian aumentado su
metabolismo en condiciones basales. En el mismo grupo de
ratones, después de afadir Con-A al cultivo, los valores de la
absorbancia delta se encontraron disminuidos hasta cinco dias mas
tarde. Dos semanas después de terminar las inyecciones de
estafilococos, 1los animales que habian estado desgastados

recuperaron peso y normalizaron su respuesta linfoproliferativa.

En el trabajo se discuten los mecanismos que probablemente
son responsables del deterioro fisico e inmunoldgico de los
ratones inyectados con estafilococos y se propone como hipétesis
que, en el caso concreto de este desgaste experimental, las
manifestaciones clinicas y las alteraciones inmunolégicas pueden
estar provocadas por un aumento en la produccién de la citocina

TNF.
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APENDICE ).

RESULTADOS DE LA ESTIMULACION DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS CON EL
MITOGENO CONCANAVALINA-~A. EL GRADO DE ACTIVACION DE LAS CELULAS
FUE MEDIDO SIMULTANEAMENTE POR LAS PRUEBAS DE LA REDUCCION DEL MTT
Y DE LA INCORPORACION NUCLEAR DE LA TIMIDINA TRITIADA.

Absorb. Absorb. Absorb. cpm cpm cpm

Lectura Con-A Fondo Delta Con-A Fando delta
1 1.015 0.70% 0.306 200473 2897 197576
2 1.016 0.738 0.278 182461 2830 179631
3 0.985 0.744 0.241 180568 2255 178313
4 1.248 0.708 0.540 518482 5025 513458
5 1.280 0.708 0,572 602563 3847 598716
6 1.347 0.732 0.615 661299 4876 656423
7 1.265 0.782 0.483 504046 5843 498203
8 0.933 0.588 0.345 424656 7218 417438
9 1.140 0.776 0.364 407378 6566 400812
10 0.954 0.715 0.239 97203 12900 84302
11 0.730 0.490 0.240 208177 4918 203259
12 0.997 0.761 0,216 258080 3520 254560
13 1.143 0.797 0.346 438348 11593 426755
14 1.239 0.725 0,514 456423 951% 446908
15 1.122 0,740 0.382 338163 4757 333406
16 1.150 0.577 0.573 480528 6628 473900
17 1.234 0.771 0.463 479357 8700 470657
18 1.077 0.769 0,308 144169 9936 134233
19 0.984 0.769 0.215 100000 9779 90221
20 1.030 0.764 0.266 142130 8420 133710
21 1.108 G.833 0.275 414278 5584 408694
22 1.133 0.809 G.324 - 372513 6528 365985
23 1.200 0.817 0,383 366036 7743 358293
24 0.723 0.528 0.195 164482 - 14583 149895
25 D.698 0.524 0,174 155090 12429 142661
26 1.088 0.700 0.388 394992 17700 377292
27 1.077 0.628 0,449 396660 16101 380559
28 1.108 0.571 0.537 410050 10734 399316
23 0.861 0.499 0.362 271300 15609 255691
30 0.843 0.574 4.269 210822 15117 195705
31 ¢.303 0.601 0.302 217304 9147 208157
32 0.893 0.556 0.337 318430 5484 312946
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LECTURAS DE LA ABSORBANCIA DEL SOBRENADANTE, DESPUES DE LA

REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS DE °
RATONES DESGASTADOS QUE FUERON SACRIFICADOS 1, 5, 10 Y 15 DIAS

DESPUES DE TERMINAR LAS INYECCIONES IP CON ESTAFILOCOCOS MUERTOS.

Absorbancia (%)
Ratén dia Fondo con-a Delta

1 1 0.940 1.280 0.340

2 1 0.739 0.979 0.240

3 1 0.917 1.262 0.345

4 1 0.944 1.337 0,393

5 1 0.940 1.363 0.423

6 1 0.787 1.055 0.268

7 1 1.021 1.297 0.276

8 1 1.163 1.437 0.274
9 1 1.038 1.247 0.209
10 1 0.933 1.088 0.155
11 5 0.760 0.873 0.113
12 5 0.884 1.000 0.116
13 5 0.740 0.860 0.120
14 5 0.915 1.256 0.341
15 5 0.832 0.945 0.122
16 5 0.740 0.849 0.109
17 5 0.677 0.807 0.130
18 5 0.636 0.846 0.210
13 5 0.670 1.066 0.396
20 5 0.720 0.826 0.106
21 10 0.758 0.966 0.208
22 10 0.876 1.365 0.489
23 10 0.830 1.387 0.557
24 10 0.869 1.449 0.580
25 10 0.802 1.084° 0.246
26 10 0.954 1.413 0.459
27 10 0.965 1.380 0.415
28 10 0.961 1.422 0.461
29 10 0.914 1.325 0.411
30 10 0.980 1.324 0.344
31 15 0.689 1.060 0.371
32 15 0.746 1.379 0.633
33 15 0.665 1.217 0.552
34 15 0.666 1.111 0.445
a5 15 0.638 1.029 0.381
36 15 0.632 0.890 0.258
37 15 0.681 1.191 0.510
38 15 0.814 1.040 0.226
39 15 0.876 1.405 0.529
40 . 15 0.871 1.472 0.601

(*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocitos, por
triplicado, de cada animal.
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LECTURAS DE LA ABSORBANCIA DEL SOBRENADANTE, DESPUES DE LA
REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS ESPLENICOS DE
RATONES NORMALES QUE SIRVIERON COMO CONTROLES Y QUE FUERON
SACRIFICADOS 1, 5, 10 Y 15 DIAS DESPUES DEL TRATAMIENTO IP
APLICADO A LOS RATONES DE 10S OTROS DOS GRUPOS.

Absorbancia (%)

Ratdn dia Fondo Con~A Delta
1 1 0.730 1.015 0.285
2 1 0.708 1.291 9.583
3 1 0.779 1.202 0,423
4 1 0.738 0.978 0.240
5 1 0.761 1.191 0.430
6 1 0.755 1.168 0.413
7 1 0.819 1.147 0.328
8 1 0.599 1.091 0.492
9 1 0.536 0.857 0.321

10 1 0.933 1.280 0.347
11 5 0.883 1.282 0.399
12 5 0.642 1.044 0.401
13 5 0.721 1.138 0.417
14 5 0.718 1.140 0.424
15 5 0.787 1.178 0.391
16 5 0.730 1.028 0.308
17 3 0.737 1.139 0.402
18 5 0.749 1.025 0.276
19 5 0.777 1,116 0.339
20 5 0.720 1.104 0,384
21 10 0.570 1.113 0.543
22 10 0.656 1.062 0.406
23 10 0.578 .1.009 0,431
24 10 0.738 1.402 0.663
25 10 0.762 1.197 0.435
26 10 0.600 1.143 0.543
27 10 0.687 1.108 0.421
28 10 0.876 1.345 0.469
29 10 0.896 1.324 0.428
30 10 0.758 1.000 0.242
31 15 0.740 1.243 0.503
32 15 0.623 1.273 0.650
a3 15 . 0.682 1.151 0.469
34 15 0.641 1.111 0.470
35 15 0.845 1.475 0.630
36 15 0.845 1.355 0.510
37 15 0.753 1.048 0,295
38 15 0.888 1.405 0.517
39 15 0.755 1.075 0.320
40 15 0.840 1.369 0.524

{*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocites, por
triplicado, de cada animal.
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LECTURAS DE LA ABSORBANCIA DEL SOBRENADANTE, DESPUES DE LA
REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS ESPLENICOS DE
RATONES CONTROL QUE SOLO FUERON INYECTADOS CON SSI POR VIA IP Y
QUE FUERON SACRIFICADOS 1, 5, 10 Y 15 DIAS DESPUES DE TERMINAR
ESAS INOCULACIONES INTRAPERITONEALES.

Absorbancia (#*)

Ratoén dia Fondo Con-A Delta
1 1 0.681 1.136 0.455
2 1 0.786 1.214 0.428
3 1 0.728 1,043 0.315
4 1 0.766 1.542 0.776
5 1 0.689 1,027 0.338
6 1 0.743 1,110 0.367
7 1 0.741 1.292 0.551
8 1 0.693 0.906 0.213
9 1 0.715 1.083 0.368

10 1 0.856 1.571 0.715
11 5 0.814 1,215 0.401
12 5 0.779 1,178 0.399
13 5 0.809 1.297 0.488
14 5 0.829 1.198 0.369
15 5 0.827 1.298 0.421
16 5 0.907 1.415 0.508
17 5 0.948 1.268 0.320
18 5 0.872 1.175 0.363
19 5 0.891 1.166 0.379
20 5 0.851 1.351 0.500
21 10 0.888 1,289 0.401
22 10 0.766 1.193 0.427
23 10 0.778 1.160 0.382
24 10 0.899 1.376 0.477
25 10 0.810 1.311 0.501
26 10 0.789 1.201 0.412
27 ' 10 0.855 1.294 0.439
28 10 0.832 1.349 0.517
29 10 0.739 1.168 0.429
a0 10 0.740 1,186 0.446
31 15 0.810 1,203 0,391
32 15 0.832 1.361 0.529
33 15 0.855 1.267 0.412
34 15 0.800 1.211 0.411
35 15 0.837 1.318 0.481
36 15 0.762 1.091 0.329
37 15 0.811 1,190 0.378
38 15 0.823 1.311 0.488
39 15 0.861 1.465 0.604
40 . 15 0.845 1,369 0.524

(*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocitos, por
triplicado, de cada animal.
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