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CAPITULO 1. INTROOUCCIOH. 

El progre•o cient1fico y tecnológico de las ~ltimas d•cadas 

ha contribuido decbivamente al desarrollo de la inmunologia. 

Hoy en d1a, ••ta disciplina ya •• independiente de la especialidad 

que le dió origen, la microbiolog1a, y ha establecido nuevas 

interacciones con otras Areas importantes como la genética, la 

bioqu1aica y la medicina. 

Doa hechos caracterizan el desarrollo acelerado de la 

inmunolog1a. El primero consiste en un aumento considerable del 

conociaiento sobre laa bases moleculares que tiene la 

especificidad da la respuesta del sistema inmunitario. El 

segundo son las aplicaciones de estos nuevos conocimientos, ya que 

han resultado sumamente ~tiles para resolver diversos problemas de 

salud y para mejorar la calidad de la vida de numerosos pacientes. 

Se pueden mencionar, por ejemplo, la prevención de enfermedades 

infecciosas mediante vacunas y la disminución de los rechazos de 

los órganos transplantados con la ayuda de los tratamientos 

inmunosupresores. 

No obstante, actualmente existe una gran cantidad de 

enfermedades que no tienen un tratamiento especifico y efectivo. 

Todavia existen enfermedades que se pueden denominar incurables. 

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



po•ibilidad de recibir tratamiento• que, al ••timular o auprimir 

l• re•pu••ta del •i•t... inmunitario, pueden reducir 

significativamente la incidencia de una larga •erie de 

complicacion•• y, adem6•, aumentar la• e•pectativaa de vide a 

peaar de que la antarmadad primaria no puede •ar eliminada. 

Sin embargo, al aumentar lo• atlo• de aobravida de la• 

persona• con entermadade• incurable• ae ha ob•arvado que entra 

ello• ha aumentado la frecuencia de infeccione• caumada• por 

microorganismos oportuniatas y, paralelamente, la in•talación de 

un deterioro fisico proqresivo que conduce a la caquexia y que ha 

sido denominado "desgaste". En todos estos casos se combinan 

una Hrie de transtornos del metabolismo, que no permiten la 

utilización adecuada de la energia de los alimentos, con diversos 

grado• de alquna deficiencia del •istema inmunitario y con la• 

consiguientes infecciones recurrente• asociadas. 

Las inmunodeficiencias adquiridas y la caquexia son dos 

problemas de salud actuales que frecuentemente se encuentran 

asociados y que han generado una gran cantidad de trabajos de 

investigación. Una parte importante de ellos est4 dirigida al 

estudio de los mecanismos inmunológicos dañados y al ensayo de 

diversos procedimientos profilácticos o terapéuticos. 

En el Laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de 

Biología de la Facultad de Química, UNAM, se ha desarrollado el 
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modelo experimental de una enfermedad de•c¡Htante de evolución 

transitoria. Esta enfermedad experimental •e puede inducir en 

ratone• da un mes da edad cuando, durante aus cuatro primera• 

•emanas de vida, se les inyectan bacterias muertas por via 

·intraperitoneal. A cauaa de su curso transitorio y por la edad 

de lo• animales utilizados, la inmunodeficiencia inducida no 

resulta comparable a la que se observa en loa pacientes con 

enfermedades incurables. Más bien, después de laa inyecciones 

con bacterias muertas, los transtornos inmunológico• de los 

ratones y sus elevadas tasas de mortalidad parecen reproducir las 

complicaciones inmunolóq icas y el deterioro fisico secundario a 

las infecciones graves, particularmente las que se observan en los 

niños, recitln nacidos y lactantes. Esta situación le añade una 

importancia particular al modelo animal, ya que la mortalidad 

infantil más elevada se observa durante la edad perinatal o la 

lactancia y resulta una consecuencia de infecciones, aqudas o 

recurrentes. 

En la 

desqastante 

referencias 

literatura consultada 

experimental, solo se 

sobre el estado de la 

respecto a esta enfermedad 

han encontrado muy pocas 

inmunidad celular de los 

animales. Además, ·en las pocas observaciones que existen 

publicadas, llama la atención la aparente paradoja de los animales 

que tienen un timo atrófico y que, sin embargo, conservan una 

buena respuesta de los linfocitos T para rechazar aloinjertos o 

inducir una reacción injerto contra huesped. 



t.a primera parte del presente trabajo trata sobre la 

e•tandarización de una t'cnica calorimétrica para medir la 

re•pue•ta i11J11unitaria que depende de los linfocitos T. En &U 

se911nda parte, esa técnica se aplica para el estudio de la 

inmunidad celular en animales recién nacidos que han sido 

deaga•tados mediante la inyección intraperitoneal de bacterias 

muertas. 



CAPITU.O 2. ANTECEDENTES. 

2.1. ENFERMEDADES DESGASTANTES. 

El t•rmino "desgaste• comenzó a utilizarse aproximadamente a 

mediados del presente siglo para referirse a enfermedades crónicas 

y/o degenerativas caracterizadas por una pérdida de peso 

progresiva que terminaba en caquexia ( 1) . Una buena parta de 

••tos ca•os aparecieron como una consecuencia del descubrimiento 

da loa antibióticos, ya que al tratamiento de laa infecciones 

recurrentes contribuyó a prolongar la vida de numerosos pacientes 

con enfermedades incurables. De este modo, el control de las 

infecciones permitió que algunas personas sobrevivieran hasta 

alcanzar etapas muy avanzadas da enfermedades que por lo general 

terminaban con un deterioro fisico muy acentuado. En el pasado, 

los procesos "deaqastantes" miis conocidos estaban representados 

por alqunas enfermedades degenerativas. Actualmente, el 

sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) constituye el 

principal ejemplo de un "desgaste" f1sico e inmunológico (2). 

Las 

corporal 

primeras observaciones 

con alguna deficiencia 

que relacionaron el 

inmunológica fueron 

desgaste 

algunos 

trabajos experimentales realizados sobre animales de laboratorio, 

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



loa 60. En eaa •poca •• deacribieron loa priaeroa alndro••• de 

•encanijamiento• en ratone• reci•n nacido• a loa cuele• •• l•• 

provocaba una reacción injerto contra huéap•d (GvH) mediante el 

tranaplante intraperitoneal de linfocito• i•óloc¡oa (3). Ka• 

adelante, Killer (4) ob•ervó la• miaaa• manife•tacionea del 

deagaate de•pu•• de la extirpación del timo en r•ton•• rec1'n 

nacido•. 

Alguno• autores (5) encontraron •imilutudes entre el cuadro 

cUnico d• lo• rston•• reci•n nacido• que hablan aido 

tiaectomhado• o que deaarrollaban una reacción GvH desputia del 

injerto intraperitoneal (IP) de linfocito•. En loa dos ca•o• 

los animal•• estaban desnutridos e inmunodeficientes. 

Inicialmente, en 1962, Simonsen (6) propuso que se deberla 

denominar encanijamiento (runting) al deterioro fisico e 

inmunoldgico de los animales recitin nacidos, cuando eran 

timectomizados o cuando se les provocaba una reacción GvH. Este 

encanijamiento implicaba un retardo en el crecimiento, un 

deterioro inmunologico que no pudo ser caracterizado en aquellos 

años y una emaciación progresiva de los animales jóvenes. Según 

Simonsen (6), el término desgaste (wasting) se debia reservar para 

otras situaciones en las cuales los animales, adultos, presentaban 

una pérdida de peso sin retrasar su crecimiento. 

En aquellos años se propusieron diferentes hipótesis para 

explicar los mecanismos involucrados en el daño tisular de los 



aniaalee encanijado• o deaqa•tado•. Laa taoria• m4• di•cutida• 

fueron las que relacionaban la aparición del •indrome con las 

infeccione• adquiridas durante los procedimiento• de inducción 

(ti .. ctoaia y la inyección IP de linfocitos). otros autores 

(7) opinaron que las infecciones estaban causadas por 

microorqaniaaoa oportunistas y que al deaqaste ara una 

consecuencia de la auscaptibilidad del animal a la• andotoxinas de 

las bacterias Gram neqativas del tubo diqestivo. 

Varios años mas tarde se informó que otro sindrome, similar 

al ancanijamiento, podia ser provocado en ratones recién nacidos 

cuando se lea inyectaba con bacterias muertas o con endotoxinas 

(8). Una vez m6s, al discutir la etiopatoqania da esta nuavo 

aindroma •• propuso (9) que las infecciones por microorqaniamos 

oportuniatas eran las responsable del deterioro fiaico e 

in11unolóqico de los animales. Este punto de vista estuvo apoyado 

por las observaciones en favor de que al tratamiento con 

antibióticos (10) o la ausencia de microorqanismos en el tubo 

diqestivo (11) impedian la aparición de las enfermedades 

dasqaatantes experimentales. Observaciones m4s recientes (12) 

nos han revelado que, en los animales desqastadoa mediante 

inyecciones de estafilococos muertos, las bacterias Gram-neqativaa 

dal intestino se translocalizan hasta los qanqlioa lint6tico11 

mesentéricos. 

En el Laboratorio de Inmunobioloqia de la Facultad de 

Quimica, el mismo sindrome ha podido ser reproducido en ratones 



reci6n nacido• inyectado• IP con un hapteno relativa .. nta inocuo 

qua •• ancuentra pr•••nt• en ca•i toda• l•• bacteria• Graa 

negativa• (13). otro• autor•• informan que ello• han provocado la 

aparición del d••CJ•ate en ratone• a loa cual•• •• l•• extirpan 

alCJUna• 9l6ndulaa de ••creción interna (14). 

En lo• llltiao• allo• •• ha daHrrollado un condderabl• 

interés por la caquexia y el d••CJHte que aparece en las etapas 

tenainal•• de la• enfermedad•• crónica• ( 15) • AlCJUno• 

experimento• han demostrado que la deficiencia de zinc en la dieta 

de ratones les provoca un estado de inanición •iailar al d••CJa•te 

(16). Otro• trabajos han comprobado que la inyección de la 

citocina conocida coao caquectina o factor necrosante de tumor•• 

(TNF) también puada inducir el das9aate de loa aniaalH (17). 

Finalmente, varios trabajos mAs han encontrado que, al .. no• en al 

caao de loa ratone• canceroao•, ••toa animal•• producen una ••ria 

de factores lipoliticos cuya concentración •n al suero ae 

correlaciona con au p6rdida da peso proc¡re•iva (15). 

No Obstante los objetivos de los trabajos anteriores, el 

des9aste f~sico no resulta exclusivo de personas y animales 

adultos con cAncer y otras enferll!edades crónicas. Los niño• 

tambi6n se des9astan y, mientras menor sea su edad, lo hacen mucho 

mAs rApidamente que los adultos. En muchas ocasiones, una 

simple infección 9rave (sarampión o septicemia, por ejemplo) puede 

provocar un considerable deterioro fisico e inmunoló9ico, asi como 

un retraso significativo en el desarrollo corporal. La ima9en 



del timo hipopl6•ico ra•ulta un com~n denominador pera todo• lo• 

nifto• que mueren en e•ta• condicione•. La •u•ceptibilidad a las 

infeccione• y •u pre•antación sucedva en una forma recurrente, 

e•i como le P41rdida de peso que progr••ivamente puede lleqar al 

de•qa•te (18), •on coaplicacione• temible• porque tienen cifra• de 

mortalidad muy alta•. 

2.2. IllllUliIDAD DEL ANillAL DESGASTADO. 

El estudio inmunológico del aindroma del dHqaste 

qenaralmante aiqnifica enfrentarse a una serie de problemas. Uno 

da ellos consiste en que, inicialmente, las enfermedades 

experimentales desqaatantea nunca lleqaron a ser caracterizadas 

completamente desde un punto de vista molecular. Por otra parte, 

como al desgasta podia ser inducido mediante la aplicacion de 

vario• procedimientos (3, 4, 8, 13, 14, 16 y 17), quedó la 

impresión de que cada modelo podia tener algunas alteraciones 

inmunológicas particulares y otras comunes. As1 por ejemplo, 

los animales reci'6n nacidos que habian sido timectomizados (4), 

que presentaban una reacción GvH (3) o que tenian el síndrome del 

desgaste inducido por vacunas estériles (B), se encontraban 

inmunocomprometidos en una forma diferente, aunque todos ellos 

manifestara~ los mismos signos y sintomas generales de la 

enfermedad. 



Otro problema que e1111entab• la veriabilidad de lH 

alteracion•• inmunoldciica• del enimal de•9a•tado ara al •inargi..o 

qua 9eneralaante H Htablecia entra al dea9aata fialco d• un 

organlaao y la competencia inmunoldcilca del aiaao. Todo• loa 

aniaal•• daa9aatadoa •ataban anor•xlcoa y 9ravamanta daanutridoa, 

alcaniando un paao corporal que era aproxiaad ... nta un 40t d•l d• 

loa aniaal•• aanoa. 

daa9aata o la 

Pu• evidente antoncaa . qua, a•i coao al 

caquexia podian repercutir a obre l• 

inaunocoapatancia de un or9aniamo, aal aiaao al9U11aa deficiencia• 

lnaunoldciicaa y la• infeccione• recurrente• aaociadaa taabien 

podien conducir al deterioro fiaico d•l cuerpo. La ~rdld• d• 

peao, la inmunodeficiencia y la tranalocalizacidn de 

entarobacteriaa aparecian como la• causas, pero taabien como laa 

coneecuenciae, del dea9aete inmunológico progreelvo qua •• 

obaervaba en pereonas enfermas y •n alguno• enimal•• d• 

laboratorio sometido• a diferentes condiciones experimental••· 

Era y continlla siendo evidente que no 11e pueda obtener un 

perfil immunoldgico caractarilJ!tico que eea comlln para toda• las 

diferentes enfermedades o condiciones exparimantale• deagastantae. 

El modelo que se estudió en .la presente tesis es al desgaste 

de ratones recién nacidos que son inyectados intraperltonealmanta 

con estafilococos muertos, seglln una modificación (19) al 

procedimiento propuesto inicialmente (8). En estos animalea se 

presenta una serie de alteraciones macroscópicas en los órganos 

linfoides primarios y secundarios (atrofia del timo, de la médula 

ósea y de los ganglios linfáticos, asi como esplenomegalia) que se 

10 



.. compañan da una profunda depresión en la producción de 

anticuerpos (19) y una franca disminución de la tolerancia hacia 

lo• antiqano• adminiatrados por via oral (20), sin que se 

modifique la reactividad de los linfocitos para rechazar 

transplantes (8) o inducir una reacción injerto-contra-huésped 

(21). 

A pesar· da i¡ua en esta modelo experimental se presenta 

con•tantemente 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 alteración en la 

respuesta dependiente de los linfocitos T (8, 21). Esta es la 

principal razón 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 mitógenos. 

La otra razón proviene del significado biológico de la 

función de los linfocitos T. La respuesta de estas células 

está intimamante involucrada con la actividad de "mecanismo 

defensivo" que tiene la respuesta inmunitaria. Generalmente, 

una disfunción o una depresión de la función de células T se 

relaciona con un aumento en la susceptibilidad a ciertas 

infecciones por microorganismos oportunistas. Y, como ya se ha 

mencionado en párrafos anteriores, las infecciones recurrentes son 

una de las Principales caracteristicas de los animales desgastados 

y han sido relacionadas directamente con la etiologia del 

11 



deterioro fideo e i11111unolóqico de lo• miemo• (12). Otra 

razón para justificar el estudio de lo• linfocitos T •e encuentra 

en algunos raaultados obtenidos recientemente (22), loa cual•• 

demuestran la utilidad del zinc para atenuar el daAo i11111unolóqico 

del desgaste. Este elemento traza que puede actuar como un 

inmunoeatimulante ea tambi•n un cofactor indispensable para la 

proliferación de loa linfocito• T en el timo y para la expreaión 

de la actividad bioldgica de la hormona tiaulina. 

2,3, INMUNIDAD CELULAR. 

La inmunidad mediada por células (CMI) es un término 

utilizado ·para describir varias reacciones tocalizadas, 

generalmente dirigidas contra microorganismos patógenos de 
' localización intracelular, que dependen de linfocitos T, de 

macrófagos y de varios productos solubles liberados· por estas dos 

poblaciones de células, en ausencia de anticuerpos (23). La 

clasificación de inmunidad humoral y celular resulta un poco 

artificial porque la respuesta del sistema inmunitario contra 

cualquier antigeno involucra simult4neamente los linfocitoe 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 liberan de las dos poblaciones de células 

linfoides o de varias células accesorias. En los animales de 

laboratorio, la timectomia neonatal detiene la formación de 

linfocitos T y provoca la aparición de una deficiencia de la 

inmunidad celular que tiene caracteristicas inmunológicas propias 

12 



y qua no comprometa la sintasis da los anticuerpos, En las 

aves, la bursectom1a neonatal provoca la apárición de otra 

inmunodeficiencia diferente, de loa linfocitos B y compromete la 

producción da 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 in Jliln. 

Por otra parte, la inyección intradérmica de algunos ant1genos 

permite obtener reacciones de hipersensibilidad cutánea de 

aparición retardada (DTH) que también resultan ~tiles para evaluar 

la competencia de los linfocitos derivados del timo (24). otra 

forma de estudiar la CMI, en animales de laboratorio, consiste en 

la inyección de linfocitos T en animales receptores 

inmunosuprimi~os, inmaduros o inmunoincompetentes, de tal modo que 

aparecen las manifestaciones de una reacción 

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 lo ~ para la evaluación de 

la CMI se encuentran los análisis de la proliferación de los 

linfocitos estimulados con antigenos o mitógenos (25), los 

análisis de la producción de citocinas (26) y los análisis de la 

citotoxicidad mediada por linfocitos T (27). 
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Existen varias diferencias entre los resultados obtenidos de 

las pruebas realizadas in lLl.liQ e i.n :tl.t.r.:!¡. La principal 

diferencia entre el anilisis de la proliferación celular in ll..lJ;x¡¡ 

y la respuesta de hipersensibilidad tardia intradérmica (DTH) o la 

reacción GvH radica en qua dependen de diferentes aubpoblaciones 

da linfocitos T. En las reacciones in lLl.liQ DTH y GvH, 

aolamenta un subtipo de células T, denominado Tltt es el 

responsable de la respuesta (24). En cambio, en las pruebas que 

estimulan la proliferación celular in l/J..t.[Q, todas las células T 

con capacidad de unirse al antiqeno o al mi tógeno s_on 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 inmunoloqia molecular 

se han propuesto nuevos métodos para la evaluación de la CMI por 

medio del estudio de la proliferación in x.iJa:2 de subpoblaciones 

de linfocitos T estimuladas especificamente. Los métodos más 

utilizados incluyen el uso de anticuerpos monoclonales especificos 

para una clona determinada de células T y la utilización de 

antigenos a_ltamente purificados, dirigidos contra una clona con 

receptores específicos (29, 30). Sin embargo, el uso de 

lactinas, como mitógenos inespecificos para la evaluación de la 

proliferación de los linfocitos T, sigue siendo un método que 

proporciona información importante sobre la CMI en diferentes 

modelos experimentales y en humanos (25, 31). 
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2.3.2. PROLIFERACION DE CELULAS T IN VITRO. 

En los animales vertebrados, la respuesta de loa linfocitos 

T eetiaulados por antigenos se caracteriza por un ciclo de 

crecimiento y división celular conocido como transformación 

linfocitica o linfoproliferación. Este fenómeno también puede 

eer observado in ~. en un cultivo de linfocitos T, mediante la 

adición al medio de antigenos especif icos o sustancias con 

actividad mitog•nica (28). 

Algunas proteinas llamadas lectinas, que son extraidas de 

diversas plantas, tienen la capacidad de unirse especificamente a 

varios carbohidratos que se encuentran en la superficie de la 

membrana externa de diferentes células. Al unirse a los 

carbohidratos de la membrana celular, algunas lactinas son capaces 

deaglutinar eritrocitos y varios otros tipos de células. 

Existen lactinas que, cuando son añadidas a cultivos de 

linfocitos, estimulan el crecimiento, la diferenciación y la 

proliferación de estas células, es decir actúan como estimulantes 

de la mitosis y, por esta razón, han sido denominadas 11mitógenos 11 

(28, 32). 

El efecto mitogénico de estas lactinas puede ser medido por 

conteo de los linfocitos que aumentan de tamaño, que se 

transforman en blastos o que se encuentran en alguna de las fases 

mitóticas en las cuales es posible observar los cromosomas (28). 

otros proce.dimientos consisten en determinar el incremento en la 

incorporación de timimidina o uridina marcada en el DNA o en el 
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RNA reapectivamente (33) y, también, en medir la tasa de 

incorporaci6n del amino6cido leucina, marcado radiactivamente, en 

las proteinas que la célula aintetiza. Mosman (34) fue el 

primero en introducir el uao de un m'todo colorimetrico, la 

reducci6n de sales de tetrazolium (MTT), para medir el efecto de 

la estimulaci6n mitoqénica en células cultivadas. 

Los linfocitos cultivados que son estimulados con mit6geno• 

manifiestan las mismas caracteristicas funcionales que los 

linfocitos estimulados con antiqenoa (32). La diferencia entre 

estas dos situaciones radica en el número y la especificidad de 

loa receptores en las clonas de lintocitos activados. Mientras 

un antiqeno 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 hacia varios antiqenos. Por esta raz6n 

los m.itóqenosse denominan activadores policlonales. Sin 

embarqo, los diferentes mitógenos no activan la totalidad de las 

poblaciones de linfocitos que se encuentran en el medio de 

cultivo. Algunos mitógenos solo 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 actúan. 

Los tres mitógenos más frecuentemente usados en los 

laboratorios de inrnunologia son la Concanavalina A (Con-A), la 

Fitohemaqlutinina (PHA) y la Fitolaca americana (PWM). La 
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Con-A, la lactina utilizada en este trabajo, es un mitógeno 

••P•Citico para los linfocitos T. 

2.J,J, FACTORES QUE MODULMI lA PROLIFERACION DE CELULAS T. 

Para qu• una respuesta inmunitaria sea efectiva se requiere 

la tagocitoais y digeatión enzim6tica del material antigénico, su 

pr••entación •obre la membrana de la célula que lo ha procesado, 

•u reconor.imiento por los receptores de los lintocitoa y, 

finalmente, una aerie de eventos bien integrados que involucran la 

participación de diversas interleucinas que son indispensables 

para la proliferación y la diferenciación de los linfocitos 

etectores. 

Por lo tanto, se puede afirmar que la lintoproliferación ea 

un evento que requiere interacciones entre distintas 

subpoblaciones de células, asi como la liberación de varios 

mediadores solubles sintetizados principalmente por linfocitos y 

macrofagos. Para que ocurran la activación y la proliferación 

de los linfocitos T es necesaria su interacción con los macrofagos 

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

Diferentes trabajos han demostrado 1n Jdtl:Q que los 

linfocitos T no responden a los mitógenos convencionales en 

ausencia de. macrófagos (36). La evidencia experimental más clara 

de que los macrófagos producen un factor soluble que estimula 
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células T, hs sido obtenida mediante el empleo de cimaras da tipo 

Boyden, en donde las dos poblaciones de células quedan separadas 

por aedio de una aembrana que solo es peraeable e factores 

solubles. t.a linfoproliferación aolo se preaenta ai ocurre al 

paso tranamembranal de loa factores aolubles liberados por los 

macrófagos. El factor soluble liberado por los aacrófagos se 

denomina interleucina-1 (IL-1). Esta molécula tiene una función 

inmunorrec¡uladora muy importante en la activación de células T, ya 

que induce una contraaupraaión, posiblemente a travé• de un 

balance entre lo• linfocitos T colaboradores (TH) y los linfocitos 

T aupresore• ( Ts) • t.a IL-1 promueve la generación de células 

TH e inhibe la generación de células Ts. La IL-1 también promueve 

la liberación de prostaglandinas E ( PGE), las cuales tienen un 

efecto antagónico al de la IL-1 y, ademis, inhiben la liberación 

de IL-2. De este modo, la PGE2 es un modulador negativo en la 

proliferacion de las células T (37). 

t.a proliferación 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 Margan y colaboradora• 

(38) en 1976. Estos autores demostraron que la IL-2 era un 

factor necesario para el crecimiento de células T, ya que éstas 

solo se podian mantener en los medios de cultivo cuando se les 

añadian 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 

macrófagos. Esto quiere decir que, en un medio de cultivo, la 
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producción de IL-2 se puede impedir si se eliminan los linfocitos 

T con anticuerpo• anti-TH-1 mA• complemento. De las varias 

aubpoblacionaa da c.Uulaa T que han sido caracterizadas en los 

ratones, solo las c•lulas T con el marcador Lyt son 

raaponaables de su produccion (39). De la misma manera, si en el 

aadio de cultivo se eliminan los macrófagos también se impide la 

formacion de IL-2. Estos experimentos demostraron que las 

interrelaciones entre linfocitos T, macrófagos y factores solubles 

eran indispensables para la proliferación de los linfocitos 

estimulados. 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 obtienen las señales de activación 

adecuadas para la proliferación y la diferenciación de los 

linfocitos T. 

Algunos autores (40) han observado que la inducción de la 

proliferación de los linfocitos T, utilizando antigenos o 

mitógenos, parece estar mediada por la unión de IL-2 a receptores 

de alta afinidad que solo son expresados en la membrana de células 

T activadas. 

La activación de los linfocitos T requiere dos señales. 

La primera de ellas la recibe la célula cuando el antigeno se une 

al receptor del linfocito T o cuando el mitógeno se une a ciertos 

~arbohidratos de la membrana. La otra señal es la IL-1 liberada 

por la célula presentadora del antigeno. En ambos casos, el 
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paso del aatado da raposo Go a la rasa Gl ea raqulado por la 

daqradación dal foafatidil inosotol, lo cual oca.tona la 

movilización da calcio intracelular y la activación da la enzima 

protaina cinaaa, con la consiquienta ainteaia de RHAll y prot•inae, 

entre ella• la IL-2. Una deficiencia en la transducción da seftale• 

al interior da la c6lula puad• alterar el proceao da la 

proliferación celular (40, 41). 

La Il-2 solo ea un aatimulanta da la proliferación de loa 

linfocitos T cuando éstos se exponen, simult4neamente, a un 

mitóqeno o un ant1qeno contra el cual han sido previamente 

sensibilizados. Esta respuesta representa una 

retroalimentación positiva de la proliferación, en donde, mientras 

que el antigeno o el mitógeno estén presentes, se qeneran células 

adicionales que son capaces de responder y sintetizar m4s IL-2 

(37). 

Las células T activadas liberan otras linfocinas, como el 

factor estimulador de colonias (CSF), que aumenta la producción de 

IL-l. Esta as una forma de modular o amplificar la respuesta de 

las células T hacia el antiqeno o el mitóqeno, ya sea en fornla da 

ayuda (linfocitos TH) para los linfocitos B o bien en forma de una 

inducción de la aparición de células T citotoxicas (42). 

El factor de necrosis tumoral (TNF) o caquectina es otra 

citocina, liberada por los macrófaqos activados, que tiene una 

actividad facilitadora de la respuesta proliferativa de linfocitos 

T (42, 43), Algunos trabajos (42) han demostrado que, en las 
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células T humanas, la inducción de la expresión de receptores para 

TNF es capaz de influir 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 formación de colonias por linfocitos T 

humanos. El crecimiento .in ~ de las colonias de linfocitos 

T depende del numero de los diferentes tipos de células, de la 

naturaleza de los productos liberados y de las interrelaciones que 

existan entre éstos. En algunos trabajos se ha demostrado que 

la adición 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 n sus productos y el sistema inmunitario se 

expresan como una estimulación policlonal de varias actividades 

defensivas· de naturaleza inmunológica. 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 interacción del sistema inmunitario con 

los LPS (endotoxinas) de origen bacteriano provoca una serie de 

reacciones inmunológicas de naturaleza defensiva. como una 

consecuencia de esa interacción se alteran algunos mecanismos que 

modulan la proliferación de los linfocitos T. se ha demostrado 
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que la interacción de los macrófagos con los LPS o endotoxinas 

provenientes de bacterias Gram negativas, asi como con varias 

otras substancias que proceden de diferentes especies de 

microorganismos, puede provocar una hiperestimulación de las 

células fa9oc1ticas. Según las dosis de endoto><inas 

administradas al animal vivo y/o añadidas al medio de cultivo, los 

productos liberados por los macróf agos pueden provocar una 

estimulación o una supresión de la inmunidad (45). En este 

contexto, algunas exotoxinas de los estafilococos han probado ser 

estimulantes de linfocitos Ts (46), no obstante que también pueden 

ser las responsables de la aparición de un shock endotóxico (44). 

Se ha comprobado que, al intoraccionar con diferentes productos 

obtenidos de bacterias y parasitos, los animales vertebrados 

pueden alterar significativamente la producción de varias 

citocinas que modulan la proliferación de los linfocitos T (47, 

29, 51, 52, 53). 

2.J.4, PROLIFERACION DE LINFOCITOS T Y ENFERMEDAD. 

cuando se produce una falla o un desequilibrio en la 

producción de los factores que modulan la proliferación 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 duración, las deficiencias de la 

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 la CMI, 

caracterizadas por la ausencia o la disfunción de los linfocitos 

T, pueden ser de cong,nitas o adquiridas. Las inmunodeficiencias 

cong,nitas son poco frecuentes y, entre ellas, el sindrome de Di 

Georga representa al 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 

da estas células se encuentra comprometida a causa de varias 

enfermedades primarias, las cuales generalmente han tenido una 

evolución prolongada. 

se ha publicado un gran n~mero de trabajos que han 

comprobado la disminución de la respuesta linfoproliferativa en 

personas y animales que se encuentran en ciertas condiciones 

fisiológicas o que tienen enfermedades primarias que comprometen 

las funciones de los linfocitos T (28). Asi por ejemplo, la 

respuesta proliferativa de los linfocitos T estimulados con 

mitógenos se encuentra disminuida fisiológicamente en personas de 

edad avanzada (40, 48), en el curso del embarazo y en niños recién 

nacidos y/o prematuros. 

Algunos han sugerido que la disminución de la respuesta de 

los linfocitos estimulados se debe a una reducción en .la 

producción de IL-2 (BO) y/o a la expresión deficiente de los 

receptores para IL-2 (51). Otros autores han propuesto que, in 

Y.i!a:Q, la respuesta deficiente de los linfocitos T se debe a un 

defecto asociado a los mecanismos de transducción de señales 

intracelulares para la activacion adecuada de las células (40, 

41). De acuerdo a varios trabajos más, la disminución de la 
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respuesta proliferativa de los linfocitos de los ancianos está 

causada por un cambio del fenotipo en las aubpoblaciones da 

células Ta causa da la edad (48). También se ha con•idarado 

que, en los ancianos, al deficit da la respuesta a mitdqenoa puede 

ser el reflejo de una una deficiencia de un solo subtipo de 

linfocitos T para proliferar cuando son estimulados con mitdqenos. 

cuando la CMI se estudia por medio de pruebas cutánaaa1 algunos 

autoras han señalado que la disminución de la respuesta DTH en los 

ancianos se debe a cambios inmunológicos en la piel que estan 

asociados a la edad avanzada (50). En el curso del embarazo y, 

lo mismo, al medir la respuesta de los linfocitos de niños recién 

nacidos, diferentes factores hormonales o inmunosupresores 

endógenos (a-fetoproteina, por ejemplo) pueden mDdificar la 

reactividad .in ltil;l:Q después de la estimulación con mitógenos. 

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 la leishmaniasis se ha. 

demostrado que las subpoblaciones de células T presentan un cambio 

de su fenotipo después de ser coincubados .in ld.Ja:2 con I.eishmania 

i:!.=;mi. Este cambio en el fenotipo ha sido considerado la 

causa de la disminucion de la respuesta linfoproliferativa después 

de una estimulación con PHA (53) . En el caso de experimentos 

realizados con tricomonas (51) , la disminución de la respuesta 

linfoproliferativa se ha atribuido a que las células infectadas 

con el parásito tienen disminuida su producción de IL-2. 
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La respu.sta proliferativa da las células T también se 

encuentra disminuida en algunas enfermedades de origen bacteriano 

como la lepra (54). Las endotoxinas (LPS) de las bacterias 

Gram negativae pueden tener un erecto aimilar en otras infecciones 

bacteriana• graves, pero de evolución aguda. La misma reducción 

de la respuesta linfoproliferativa ha sido observada en diversas 

infecciones virales, como las causadas por el virus responsable 

del aindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (49), por 

virus del herpes simplex (55), por el virus del sarampión, por los 

citoaeqalovirua, etc. Se pueden mencionar varias circunstancias 

m4s que provocan diferentes grados de alteración en la respuesta 

de los linfocitos T. Entre ellas son importantes las 

inmunodeficiencias secundarias que resultan de la administración 

de medicamentos los cuales, no obstante sus propiedades 

terapéuticas, también pueden tener graves efectos inmunosupresores 

col&terales. Alqunos autores refieren que han demostrado la 

presencia en el suero de factores solUbles que son liberados por 

los tumores malignos y que, como un mecanismo de evasión de la 

neoplasia, los pacientes con cáncer tienen deprimida la respuesta 

de los linfocitos T. 

La desnutrición es otra enfermedad que deteriora el sistema 

inmunitario y deprime significativamente la respuesta de los 

linfocitos T (68). La disminución de proteinas o calorias en la 

dieta habitual, asi como de la de ciertas vitaminas y minerales, 

conduce a diferentes cuadros clínicos de desnutrición que, 

invariablemente, se encuentran asociados a diferentes deficiencias 

inmunológicas. La desnutrición compromete particularmente las 

25 



funciones de los linfocitos T y deprima la capacidad de aetas 

células para responder a los antigenoa o loa aitóc¡enoa. Laa 

deficiencia• inmunolóc¡icas del de•nutrido •• traducen en 

infecciones recurrentes que, por lo general, agravan la pérdida de 

peao y tienen ta•a• de mortalidad elevadas (69). La desnutrición 

es la causa de una inmunodeficiencia secundaria que •• neceaario 

tomar en cuenta en el momento de estudiar la inmunidad del 

individuo desgastado. A pesar de la anorexia y la pérdida de 

paso qua provocan los sindromes desgastantes inducidos mediante 

inyecciones de estafilococos, los transtornos inmunolóc¡icos del 

animal desgastado difieren significativamente de los qua 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 

comprometl.das a través de mecanismos diferentes (71). 

La existencia de una alteración en cualesquiera da los 

mecanismos 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 párrafos 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 diagnóstico de la inmunodeficiencia o el control de la 

evolución de la enfermedad primaria requieren la aplicación 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 J-(4,5 dimetil tiazol- 2 il)- 2,5 difeniltetrazolium] provoca 

la foriaación de un producto colorido denominado "formazán". 

Stater y col. (56) utilizaron esta sal de tetrazolium para medir 

la actividad de la enzima succinato-deshidrogenasa y observaron 

que la conversión a formaz'n solo ocurria en células vivas. 

Ademas, ellos también encontraron que la cantidad de formazán 

producida era proporcional al numero de células presentes. Más 

adelante, Mosman (34) aplicó el mismo procedimiento como un método 

calorimétrico cuantitativo para medir la proliferación celular in 

~ y también la lisis mediada por el complemento. 

La reducción del terazolium a formazán está acompañada de un 

cambio de coloración que va de amarillo a azul. En las células 

vivas y metabólicamente activas, la reducción del MT'l' ocurre a 

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

El análisis espectrofotométrico de las soluciones ha 

revelado que la solución amarilla del MTT tiene un pico de 

absorbancia máxima a 400 nm. Cuando la sal es reducida a 

cristales de formazán y éstos se disuelven, la solución resultante 

tiene una coloración azul cuyo pico de absorbancia máxima se 

encuentra entre 570 y 590 nm. De este modo, la intensidad de la 

reacción se puede cuantificar colorimétricamente. 
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El método da la reducción del MTT ha sido utilizado en 

numerosos estudios, tales como viabilidad celular, citotoxicidad, 

viabilidad da parasitos, resistencia o sensibilidad da células 

cancerosas a ciertos fArmilCOB, etc, ( 57, 58, 59) • Sin embargo, 

han aido pocos loa estudios enrocados a la medición de la 

proliferación y el crecimiento celular, En 1985, Heeg y col. 

(60),utilizaron la reducción del llTT para detectar la presencia de 

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

A partir de los trabajos de Mosman (34), quién aplicó el 

método en estudios de crecimiento y supervivencia celular, algunos 

otros autores han tratado de introducir modificaciones a la 

técnica inicial, con el fin de lograr una mayor sensibilidad y 

poder usarla como un método al terno al de la incorporación de 

timidina tritiada en estudios de proliferación celular. Varios 

trabajos han aplicado la técnica de la reducción del MTT para 

analizar los efectos de algunas citocinas sobre la tasa de 

multiplicación de los linfocitos, 

En 1986, Francois Denizot (61) modificó la técnica original 

para evitar precipitación de proteinas con el uso del disolvente. 

En el mismo año, Hiroko Tada (62) también modificó el método de 

Mosman, para poder medir la concentración de la IL-2, reduciendo 

el tiempo de incubación e introduciendo un nuevo disolvente. 

Gerlier y Thonasset ( 63) 

aplicar la técnica de 

propusieron nuevas modificaciones para 

la reducción del MTT a estudios de 
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activación celular. Ellos mismos establecieron que la ruptura 

del llTT por células viables sequia una cinética de primer orden y 

que la reacción podia ser utilizada para comparar la actividad 

mitocondrial de células que se encontraban en diferentes estadios 

de activación. En 1987, otros autores, aplicaron este mismo 

método colorimetrico en estudios de estimulación celular con 

mitoqenos y para la evaluación de las señales de maduración de los 

linfocitos B (64). En 1990, Niks y colaboradores (65) lo 

aplicaron para la cuantificación de la respuesta proliferativa y 

supresiva de linfocitos estimulados por la Concanavalina A 

(Con-A). 

El método colorimetrico de la reducción 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 reacción, ya que una gran cantidad de muestras 

pueden ser procesadas en corto tiempo con alto grado de precisión, 

utilizando un lector de ensayos inmunoenzimáticos (ELISA). Los 

resultados del análisis 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 ensayo y evita variaciones 

en las lecturas. El método puede ser cualitativo ya que el 

cambio de coloración a simple vista es indicativo del qrado de 

activación 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 reducción del M'r1" 

resulta un método sencillo, rápido, preciso y contiable que otrece 

una gran cantidad de aplicaciones en el laboratorio clinico y de 

investigación. 

sin embargo, a pesar de todas estas ventajas, hasta la fecha 

la prueba de la reducción del MTT es un método que generalmente se 

aplica en estudios de citotoxicidad (57), determinación de 

actividad enzimatica (66), viabilidad de células cancerosas 

después da diversos tratamientos (59), quimiosensibilidad , etc •• 

Existe poca literatura sobre su utilización en estudios 

inmunológicos que tratan de medir la proliferación de linfocitos. 

Uno de los propósitos de este trabajo es destacar las 

ventaja• que presenta este método calorimétrico y demostrar que 

puede ser un ensayo alternativo que, en algunos casos, puede 

sustituir a la incorporación nuclear de la timidina tritiada. 
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CAPITU..O 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS 

Eate trabajo tiene dos objetivos. El primero es 

implementar una prueba no isotópica que tenga la suficiente 

aensibilidad para medir colorimétricamente la respuesta de 

linfocitos estimulados in :ilU:¡¡ con antigenos y /o mi tógenos. 

El aegundo es utilizar la nueva prueba no isotópica para conocer 

si la inducción del sindrome del desgaste en ratones recién 

nacidos provoca o no cambios en la respuesta de los linfocitos 

esplénicos cuando son cultivados y estimulados con un mitógeno. 

Antes de iniciar la parte experimental de la presente Tesis 

se propusieron las siguientes hipótesis. 

l) cuando los linfocitos son estimulados 1n JdkQ con la 

Con-A, los resultados de la reducción del colorante MTT se 

correlacionan con los resultados de la incorporación de la 

¡3HJ-timidina. 
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2) La sensibilidad de la prueba con el colorante ll'1'T e1 

permite demostrar cambios entra la raapueata de loe linfocito• de 

animales aanos y de animales inmunocomprometidos. 

3) cuando son estimulados in lll;¡:¡¡ con un aitógeno, loe 

linfocitos esplénicos de los ratones desgastados tienen deprimida 

su capacidad de reducir al ll'l'T. 

4) La depresión de la respuesta proliferativa a causa del 

desgaste es un fenómeno transitorio que se recupera cuando el 

animal mejora sus condicione• fiaicas. 
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CAPITULO 4. DISEÑO DEL EXPERIMENTO. 

El presente trabajo estuvo dividido en tres partes. En la 

primera •e estandarizó la prueba de la reducción del MTT, tomando 

en cuenta que ya habia sido recomendada por otros autores como una 

herramienta de laboratorio que permitia medir la activación de los 

linfocito• cuando éstos eran a&timulados in ~. En la 

se9unda parte, los resultados de la reducción del MTT por los 

linfocitos estimulados se compararon con los resultados de medir 

la proliferación de esas mismas células utilizando el método de la 

incorporación de la ¡3HJ•timidina al núcleo. En la tercera 

parte del trabajo, el m'todo de la reducción del MTT se aplicó 

para eatudiar la respuesta de los linfocitos esplénicos 

estimulados con la Con-A, en ratones que tenian una 

inmunodeficiencia provocada experimentalmente. La misma prueba 

también se aplicó para estudiar, durante dos semanas, la evolución 

de la respuesta in illJ.'.¡¡ de los linfocitos de los ratones 

inmunodeficientes. 

4.1, Estandarización l1J! .lJ!. ~ !!!U. MI:!:· Los primeros 

experimentos estuvieron diri9idos a la selección 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 que las células no 
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estimuladas debian dar las lecturas más bajas que tuera posible. 

Loa experimentos se realizaron con las c'1ulas eapl4'nicaa de 

ratonas Balb/c da cuatro semanas de edad. Loa cultivos de las 

célula• y la eatimulación da laa mismas an preaancie dal MTT 

estuvieron dirigidos a reconocer la influencia de diversa• 

variables sobre los resultados. Para ello, aa trabajó con 

diferentes cantidades de células y con diferentes concentraciónes 

del mitógeno. 

4.2. Comparación ~ ~ón lll!l lll7 A incorporación llll. 

Esta parte del trabajo se realizó 

con la finalidad de observar si era posible correlacionar los 

resultados de las dos pruebas. Aunque los resultados revelan la 

medida de dos actividades diterer\tas (el incremento del 

metabolismo qua reduce un colorante y la tasa de multiplicaciones 

da las células), da todos modos se supuso que toda célula 

estimulada que se multiplica también tenia un aumento paralelo da 

su metabolismo. Para este experimento se utilizaron 12 ratones 

Balb/c de cuatro semanas de edad. 

4. 3. ~ón slA a i!ll!lUnodeficiencia experimental. 

Aunque existen numerosos procedimientos para provocar una 

inmunodeficiencia en animales de laboratorio, en este estudio se 

utilizó la técnica de inyectar bacterias muertas por via 

intraperitoneal (IP) en ratones Balb/c recién nacidos. Loa 

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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ratonas da un grupo recibieron las bacterias inactivadas, los del 

otro grupo solo fueron inyectados con solución aalina isotónica y, 

finalmente, loa ratonas del grupo control permanecieron sin 

recibir ningún tratamiento. Para aste experimento ae utilizaron 

120 ratonH y se dividieron en trea grupos de 40 animales cada 

uno. 

4.4. ~ s1ll lA respuesta proliferativa si§. 1.2.1!. linfocitos 

estimulados ~ .ll Jllitó9.111Q Concanayolina-A. En cada uno da los 

tres grupos experimentales se procedió a separar los ratones da 

acuerdo a la fecha propuesta para su sacrificio, 1, 5, 10 y 15 

dias daapu•s de terminar el periodo de las inyecciones 

intraparitonealea. Los animales fueron divididos en esta forma 

para estudiar tanto loa efectos del tratamiento inmunosupresor 

(bacterias muertas) sobre la inmunidad celular como la evolución 

de la respuesta lintoproliterativa durante las dos semanas 

siguientes, una vez que terminaba al tratamiento de los animales. 

En lo• dos casos se utilizó la prueba de la reducción del M'rr para 

medir la intensidad de la eatimulación de los linfocitos 

cultivados en presencia de la Con-A. cada grupo de 40 animales fue 

dividido en 4 subgrupos da 10 animales que fueron sacrificados en 

cuatro techas diferentes. 
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CAPITIA.0 5, MATERIAL Y METOOOS 

5. l. 6nimAl.u. Se utilizaron ratones Balb/c, de ambos 

sexos reci•n nacidos y de 4 semanas de edad que ruaron obtenidos 

del Bioterio de la Facultad de Quimica (UNAM), en donde 

permanecieron durante todo el experimento bajo condiciones 

convencionales. 

s.2. Bacterias. stophylococcus All.t§llll de lo cepo ATCC 6538 

fu• cultivado en medio BHI a 37 e con aqitación constante durante 

18 hora•. La •u•p•nsión de bacterias ea lavó trae veces con 

solución salina isotónica (SSI) est•ril y posteriormente se 

inactivó con calor a 121 e durante 30 minutos. Las bacterias se 

recolectaron por cantrifuqoción y finalmente •• ajustaron 

nefelom•tricomente o 5 x 109 bacterias/ml en SSI. E ata 

auapenaión fue con11ervada o 4 e haato el momento de su uso bajo 

condicione• de esterilidad. 

La enfermedad 

experimental fue provocada por la inyección IP de O .1 ml de la 

suspensión de estafilococos inactivados a ratones recién nacidos. 
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E•ta dos~a se repitió cada tercer dia durante cuatro semanas. 

El •4'todo e• una modificación del que fue propuesto inicialmente 

por Ekstedt (18, 8). 

Las células se obtuvieron 

d•l bazo da los ratonas. Loa animales fueron sacrificados por 

dislocación cervical e inmediatamente, bajo condiciones de 

esterilidad, se les abrió la cavidad abdominal y se procedió a 

extirpar el bazo. Las c4'lulas de este órgano linfoide fueron 

disgregadas en 5 ml de solución salina balanceada (BSS) estaril 

sobre una placa de Petri fria (colocada sobre hielo). La 

•Uspensión de c4'lulas fue lavada dos veces con BSS. 

Posteriormente fueron suspendidas en una solución hemolizante de 

y TRIS BASE al 20• en agua des ionizada, con el 

propósito de eliminar los glóbulos rojos. 

Una v•z eliminados los eritrocitos, las células esplénicas 

se resuspendiaron en 2 ml da medio de cultivo RPMI 1640 (Hy Clone, 

Laboratories Inc., USA) suplementado con suero bovino fetal al 10' 

(Flow Laboratories Inc., USA) que habia sido previamente 

inactivado JO minutos a 56 e, y al cual se añadió 

Penicilina-Estreptomicina lOOx (Microlab, México) al 1 ', 

aminoAcidos no escenciales lOOx (Microlab, México) al 0.5 '• 

Piruvato 100 mM (Microlab, México) al o.5 t, L-glutamina 200 mM 

al 0.5 t, ácido N-2-hidroxietil piperina N-2-Etanosulfónico 

(HEPES) (Microlab, México) 25 mM y una solución de bicarbonato de 

sodio (NaHco3 ) al 2% en agua desionizada. El medio de cultivo 
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se mantuvo o 4 c y fue suplementado el dio de •u uso, boj o 

condiciones de esterilidad. La viabilidad do la• c'1ulo• •e 

determinó por exclusión del colorante azul tripano, preparado al 

o.4 t en SSI. Solamente se cultivaron aquello• suapenaionea de 

c•lulaa eapltlnicoa con uno viabilidad auperior al 90t. El 

nwaero de c•luloa necesario para los experimentos fue deterainodo 

11edi4nte un conteo bajo microscopio, con ocular 10 X y objetivo 

40 X, utilizando lo cuadricula de una c6mara de Neubouer. Uno 

VH contados los células viables, la suspensión fue ajustado de 

tal formo que el numero de células deseado siempre quedara en un 

voluaen de so µl. 

s.s. ~ lhl J.il ¡¡éllll.u x e&timulo¡¡ión l<lll1 ü ~ógsM. 

Bajo condiciones de esterilidad, con campano de flujo laminar, o 

codo uno de los 96 pozos, de 300 µl, de una microploca (Costar, 

USA) •• añadieron SO µl de la suspensión de c•lulaa eapl•nico11 116• 

100 µl del medio de cultivo RPMI 1640 reci•n suplsmentado. La 

11icroploco fue cerrado y se mantuvo durante 49 horas en uno 

incubadora (Queue, USA) o 37 c en .una atmósfera de C02 al St, con 

19.7 t de humedad. La e11timulación de los clllulos con mitoq•no 

se realizó 09re9ondo, 100 µl de medio de cultivo con el mitógeno 

Con A tipo IV (Sigma Chemical co., USA), preparado o partir de uno 

solución con 4 ooo µg/ml en Nacl 6M y diluido en el medio de 

cultivo hasta tener lo concentración deseado. 

El MTT (Sigma 

Chemical Co., USA) fue disuelto a una concentración de S mg/ml en 
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·, solución balanceada de fosfatos (PBS) pH 7. 4. La solución de 

HTT fue esterilizada por filtración utilizando membranas Millipore 

con poros de O. 2 micras. Una vez filtrada, la solución fue 

conservada a 4 e , en un envase protegido de la luz. Cada 

preparación se descartaba después de cuatro semanas. 

Al tern1inar las 48 horau da incubación de las células, a 

cada pozo de añadió un volumen de 20 µl de la solución de HTT e, 

inmediatamente, cada microplaca se incubó durante 4 horas en las 

mismas condiciones de atmósfera y temperatura que ya fueron 

mencionadas, de acuerdo a lo que habia sido establecido 

praviaaante por otro• autora• (34, 62). Durante este tiempo, la 

•al da MTT ea reducida y se forn1an los cristales de formaz4n. 

Una vez terminada la incubación de 4 horas, a cada pozo se 

añadieron 100 µl de una solución de dodecyl sulfato de sodio (SOS) 

al lOt en HCl 0.01 N, con la finalidad de disolver los cristales y 

obtener una solución hom09énea y sin células viables. Después 

de adicionar la aolución de sos, las microplacas se incubaron a 37 

e con huaedad al 19. 7 t durante toda la noche, para obtener una 

buena solución de los cristales y evitar pérdidas de volumen por 

evaporación. 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. tlé~ 11!!. lil incorporación .ill nú!<lfil! 11!!. ll 

L3HJ-timidina. Después de 48 horas de cultivo, se añadió l µcu de 

[3HJ-Timidina (New England Nuclear, USA) en cada pozo, en 20 µl de 
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medio de cultivo y con una actividad especifica da 6. 7 Ci/mmol. 

Posteriormente la microplaca •• incubó toda la noche a 37 c, bajo 

las mismas condiciones de atmósfera y humedad qua ya han ddo 

mencionadas. Al dia siguiente las células sa proca•aron an un 

cosechador (modelo 24 v.Brandel, USA) que depositó el contenido 

in•oluble da cada pozo sobre papal fibra da vidrio (Whatman, USA) 

con poros de 0.4 µ. Las tiras de papel aa dejaron secar a 

temperatura ambiente y, posteriormente, la• muestra• de cada pozo 

fueron •aparadas e introducidas en viales (Wheaton, USA) de 20 ml 

que contenian 5 ml de liquido de centelleo compuesto por PP0(2,5 

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

Estas do• sustancias se disuelven en tolueno y la solución se 

mantiene a 4C • La radiactividad de cada mueatra fue medida en 

un contador de centelleo (TRI-CARB 300, Packard, USA) • Las 

lectura• fueron regi•trada• como cuantas por minuto (cpm). 

5.8. E1tpndarizoción sil. lA t'Jmi&A sal llrI• Con al 

propósito da estandarizar la prueba, se cultivaron diferentes 

cantidad•• de células esplénicas, por triplicado. 

viables fueron ajuatada• a cuatro concentraciones diferentes (200, 

300, 400 y 500 x 103/50 µl de medio de cultivo). El medio de 

cultivo se preparó con o sin el mitógeno con-A. cuando el medio 

se preparó con el mitógeno, éste fue diluido para obtener tres 

concentraciones diferentes (1, 2 y 5 µg/ml) en 100 µl de medio de 

cultivo. La elección del número de células y la concentración 

de Con-A adecuados se determinó con la ayuda del análisis 

estadistico de los valores de absorbancia que se obtenian cuando 

se utilizaba cada una de las diferentes variables. 
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5.9. Correlación ~ lA ~é~ 11.!tl 11:I:J.: ~ lil. incorporación 

lhl lA ¡ 3HJ-timidina. Para estudiar si existia o no una 

correlación entre los resultados de las dos pruebas, se cultivaron 

300 x 103 c'lulas / 50 µl de medio RPMI 1640, a las cuales se les 

aftadieron 100 µl de medio de cultivo o 100 µl de una solución de 

medio con el mitoqeno Con A a una concentración de µq 1 ml. 

Loa cultivos se incubaron bajo las condiciones que ya han sido 

seftaladas. El experimento se realizó por duplicado, ya que se 

sembraron dos series, por triplicado, de células sin estimular y 

dos series, también por triplicado, de células estimuladas con el 

mitóqeno. En una serie de cultivos por triplicado, se evaluó la 

respuesta proliferativa por el método de la reducción dsl llT'l', 

mientra. que en la otra serie de cultivos la evaluación da la 

respuesta se 1levó a cabo midiendo la incorporación de 

¡3u¡-timidina. Una vez obtenidos los resultados, en valores de 

absorbancia y cuentas por minuto (cpm), se hizo el análisis 

estadistico correspondiente para comprobar si existia o no una 

correlación entre ambos métodos, 

5.10. E.l1llllis! lhl lA proliferación~ lUI J..Q§ diferentes 

Las células esplénicas viables de los 

animales de todos los grupos fueron obtenidas inmediatamente 

después de sacrificarlos. La concentración de cada suspensión 

fue ajustada bajo condiciones de esterilidad y todos los cultivos 

se realiza:on por triplicado. La suspensión de células 

seleccionada (300 x 103/50 µl de medio RPMI) fue mezclada con 100 

µl de medio de cultivo, al cual se le habia añadido o no (solución 
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problema y su correspondiente control) el mitógeno Con-A diluido a 

una concentración de 2 µ9/ml. Las células fueron cultivadas 

durante 48 horas, bajo las condiciones señaladas y la evaluación 

de la proli teración celular se llevó a cabo mediante la t•cnica 

del MTT. Una vez laida la abaorbancia, loa valorea delta ruaron 

obtenidos al restar el valor de la absorbancia del aobrenadanta de 

los cultivos de c•lulas sin estimular (basal) a los valores da la 

abaorbancia en los aobrenadantea da los cultivos da células 

astimuladaa con al mitógeno (problema). 

s.11. AnáliJLLll AAtA!l1~. Las diferencias entre las mediaa 

de los valorea obtenidos en los grupos estudiado• fueron 

calculadas aeg~n un análisis de varianza. 
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CAPITlA.0 6. RESlA.TADOS. 

6.1. ESTANOARIZACION DE LA PRUEBA COLORIMETRICA, 

Las dos variables independientes que se utilizaron 

(diferentes cantidades de células y diferentes concentraciones de 

con-A) ae correlacionaron con los resulta dos de la reducción del 

llT'l'. Estos ül timos se expresaron como los valorea de la 

ab•orbancia del aobrenadante del medio de cultivo. 

Al aumentar la cantidad da Con-A añadida a cada pozo se 

obtuvo un aumento proporcional tanto de la abaorbancia del 

aobranadante de los cultivos estimulados (r • 0.760) como de la 

absorbancia delta (r ª o. 816), Este aumento de la absorbancia 

fue evidente con 200, 300, 'ºº y 500 x 103 células/pozo. La 

absorbancia delta se calculó restando la absorbancia basal al 

valor obtenido en el aobrenadante de las células estimuladas. 

Los resultados se puede observar en las gráficas de las Figuras l 

y 2. 

Al aumentar las cantidades de células añadidas a cada pozo 

se obtuvieron distintas correlaciones según el medio de cultivo 

contuviera o no el mitógeno 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 ailadidas a cada pozo (r • 

0.999). Los resultados se puede observar en la Figura 3. Sin 

embargo, .cuando a loa cultivos se les ailadieron diferentes 

cantidades de Con-A ae pudo observar que el increaanto de la 

abaorbancia a o lo fu' proporcional das da 200 a 400 X 103 

º'lulas/pozo. Al utilizar una mayor cantidad de º'lulas (500 X 

103 ) ocurr1a una disminución de la reducción del llTT (Figura 4). 

CEWIAS CON-A ABSORBANCIA ABSORBANCIA ABSORBANCIA 
X 1000 µg/ml FONDO PROBLEMA DELTA 

200 o 0.733 0.733 º·ººº 200 l 0.733 0.844 0.111 
200 2 0.733 0.993 o.Ho 
200 5 0.733 1.023 o.290 

300 o 0.777 0.777 º·ººº 300 l o.777 0.955 0.178 
300 2 0.777 l.206 0.429 
300 5 0.777 1.217 0.510 

400 o 0.819 0.819 o.ooo 
400 l 0.819 1.044 0.226 
400 2 0.819 l. 326 0.507 
400 5 0.819 l.386 0.567 

500 o 0.857 0.857 º·ººº 500 1 o.857 1.056 o.199 
500 2 0.857 1.256 0.399 
500 5 0.857 1.322 0.465 

Tabla l. 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 reducción del 
MTT se llevó a cabo utilizando diferentes cantidades de células y 
del mitógeno con-A. 

44 



1.4 

1.2 

·~ 
~ o.e 

~ 0.6 
i 

0.4 

0.2 

o 
200 

I•(·) 

300 400 
CELULAS x 1000 

D 1 ug/ml m 2 ug/ml §§§! s ugtm1 

Fiqura l. Valores de abaorbancia total del sobrenadante de loa 

medica de cultivo que contenian diferentes cantidades de célula• 

(200, 300, 400, 500 x 103). Para cada población de células se 

utilizaron diferentes concentraciones de Con A con el fin de 
estimular loa linfocitos y aumentar la reducción de una 
cantidad constante de KTl'. 
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Figura 2. Valores de abeorbancia delta al variar las cantidade• de 

células contenidas en cada pozo (200, JOO, 400 y 500 x 103). Para 

cada población de células se utilizaron diferente• cantidad•• de 

Con-A con el fin de estimular los linfocitos y Allll•ntar la 

reducción de una cantidad constante de MTT. 
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Figura J. correlación entre los valores de la absorbancia basal 

del sobrenadante y las cantidades de células incllbadas en cada 

pozo, cuando al medio de cultivo no se le añadió la Con A. 
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Figura 4. Valores de abaorbancia en el sobrenadant• de los 

cultivos d• células esplctnicas que fueron estimuladas con el 

mitóqeno con-A. Cada barra representa las diferente• cantidades 

de células (200, JOO, 400 y 500 x io3 ) que fueron estimuladas con 

distintas concentraciones del mitóqeno. Se puede apreciar que, 
al variar la concentración del mitógeno, la absorbancia aumenta 
linealmente mientras las cantidades de c•lulas no sean superiores 
a 400 x io3 • En cambio, cuando ae cultivan mayorea cantidades 
de células, ocurre una disminución de la absorbancia al provocar 
la estimulación con 2 y 5 ug/ml de Con-A. 
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Una vez que se obtuvieron todos 

reducción del llTT, expresados como 
ebsorbancias, se aplicó una prueba de 

los resultados de la 
las lecturas de las 
reqresión lineal para 

calcular loa coeficientes de reqresión correspondientes a las dos 
variable• (111 • º'lulas y 112 • concanavalina-A). cuando loa 
valorea de la abaorbancia del sobrenadan te (en los pozos con 
º'lulas Htimuladaa) y los de la absorbencia delta (calculados 
mediante una re•ta) fueron asiqnados a la escala Y, loe dos 
coeficientes de raqresión 112 tuvieron un valor estadietico 
•iqnificativo a los niveles indicados. En cambio, el valor del 
coeficiente de reqreaión 111 solo fue siqnificativo (P < o.OS) 
cuando la absorbancia da las células estimuladas fue tomado como 
valor de Y. 

Para calcular la linea de reqresión se utilizó la siquiente 
ecuación : 

donde, Y •variable dependiente (absorbancia), 
11

0 
•valor con•tante (promedio), 

111 •coeficiente de reqresión (células), 
112 •coeficiente da reqre•ión (Con-A), 
x1 •variable independiente (c,lulas), 
x2 •variable independiente (Con-A), 
e 1 y e2 • errores asociados a cada observación. 

Loe resultados incluyeron, adem6s, al valor da S 
(desviación estandar sobre la linea de regresión) y el valor de 
r 2aj (coeficiente de determinación ajustado). 
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ABSORllAHCIA 

11ª 
111 
p 

11a 
p 

rª 
rª•j· 
s 

TOTAL 
(Can-A) 

0,618 
0.415 

< 0.05 
0.760 

< 0.001 
74.2' 
70.zt 
0.111 

DELTA 

0.034 
0.198 
> o.a 
o.816 

< 0.001 
70.6' 
H.U 
0.117 

Tabl• 2. Reqre•idn lin•al. Para Y • absarbancia tótal, la• da• 
coeficiente• de regreddn 111 y 112 re•ultaron e•t•di•ticaunte 
eignific•tiva•, mientra• que cuando Y • ab•arb•noia delt•, 
•alaaente 112 r••ultd con p < 0.001. El an4li•i• de varianza; con 
l• •uaa de la• cuadrada• y lo• cuadradas media•, deao•tró la 
reproducibilidad de la• correlacione• can las da• variable• 
independiente• mencionadas (c•lulas y can-A) cuando •• compararon 
can la absorbancia total (F • 18.69, can p < 0.001) y can la 
absarbancia delta (F • 15.59, can p < 0.001). 
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De acuerdo a lo• reaul tados mencionados, se consideró que 

loa cambios en la concentración da la con-A influian de un modo 

IUla significativo aobra la abaorbancia qua los cambios en las 

cantidadea de c6lulas atladidas a cada pozo. En presencia de 

cualeaquiara de las cantidades da Con-A utilizadas, al a~adir m6s 

de 400 x 103 c'1ulaa por pozo resultaba una disminución de las 

cantidades da MTT reducidas y, consiquientemente, del valor de la 

absorbancia en al aobrenadanta del cultivo. considerando los 

raaultadoa anterioraa, •• decidió qua las condiciones óptimas para 

la reducción del MTT ae encontraban en el modelo de 

linfoproliferación qua utilizaba 300 x 103 células/pozo 

eatimuladaa con 2 UCJ de Con-A. 

6.2 CORRELP.CION ENTRE REDUCCION DEL MTT E INCORPORACION DE 
TIKIDINA TRITIADA. 

Una vez estandarizada la prueba de la reducción del MTT por 

las c6lulaa aapl6nicaa estimuladas, aa consideró conveniente 

comparar loa valorea da las absorbancias con las cantidades da 

¡3HJ-timidina incorporada• al n~cleo da linfocitos que estaban en 

el mismo medio da cultivo y en prenancia de las mismas cantidades 

de Con-A. 

Con este propósito fueron sacrificados 12 ratones Balb/c de 

la misma edad y sexo. sus linfocitos esplénicos fueron 
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au•p•ndido• en el medio de cultivo •uplementado en la forma c¡ue ye 

•e mencionó y, en ••9Uida •• procedió a colocarlo•, por 

triplicado, en los pozo• de do• microplaca•, a una d• la• cual•• 

sa le alladió [ 3HJ-timidina mientra• que la• c6lula• de la otra 

•olo rec.ibieron los mismos vol\lmenaa de la •olución de ll'l'T. zn 

los do• casos, la• c6lulas fueron ajustadas a 300 x 103/50µ1 para 

cada pozo y todo• los cultivos recibieron 2 µ9 de con-A. Lo• 

resultados ( cpm y absorbancias) se presentan en el apendice I, 

La correlación observada (r • 0,877) aparece en la Fi9ura 5, 
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Figura 5. La gráfica corresponde al experimento mediante el cual, 

utilizando células esplénicas estimuladas con el mit6gono Con-A, 

se estudió la correlación entre las lecturas colori••tricaa 

(absorbancia después de la reducción del MTT) y las •edidaa d• la 

radiactividad ( cpm después de la incorporación de la [ 3HJ-timidina 

al mlcleo). 
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6.3. INDUCCION DE LA ENFERMEDAD DESGASTANTE. 

Los animales que fueron inyectados IP con la suspensión de 

estafilococos muertos presentaron un considerable retraso en su 

desarrollo corporal y, cuando tenian cuatro semanas de edad, 

llegaron a pe•ar 40t menos que los ratones sanos de los qrupo 

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 

ani~alea fueron recuperando proqresivamente 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 LOS CULTIVOS DE 
LINFOCITOS DE LOS RATONES DESGASTADOS, 

Un dia después de terminar las inyeccibnes IP de 

estafilococos muertos, los linfocitos esplénicos de los ratones 

desqastados tenian disminuida su capacidad para reducir el MTT 

cuando eran estimulados .in :'lib:Q con el mitóqeno Con-A. La 

disminucion del valor promedio de la absorbancia delta fue 

interpretado como suqestivo de que las inyecciones 

intraperitoneales de estafilococos habian deprimido la respuesta 

proliferativa de los linfocitos estimulados con el mitógeno. Al 

comparar los resultados obtenidos en los tres grupos de animales 

se pudo comprobar que no existían 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 < o.05) en loa 

animales desgastados en comparación con la de lo• otros do• grupo• 

de ratones. Los valores promedio de la absorbancia delta se 

presentan en la Tabla 3. Las lecturas individuale• con loa 

sobrenadantes de cada cultivo se encuentran en el Ap,ndice I. 
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CONDICION 

EXPERIMENTAL ABSORBANCIA DESVIACION 

DE LOS DELTA ESTANDARD 

RATONES ;¡ 

DESGASTADOS ( 1) 0.292 0,083 p < 0.01 

CONTROLES ( 2) 0.4S2 0.179 p < o.os 

SANOS (3) 0,386 0.102 

p < o.os 

Tabla 3. Los valores de absorbancia delta se obtuvieron al 
restar la absorbancia del sobrenadante del cultivo de linfocitos 
no estimulados (fondo) de la absorbancia obtenida con los 
sobrenadantes de linfocitos estimulados por la concanavalina-A. 
Los linfocitos de cada ratón fueron cultivados por triplicado 
cuando se incubaron en medios con y sin concanavalina-A, De 
cada sobrenadante se realizaron tres lecturas calorimétricas 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 
solución salina isotónica, mientras los animales sanos (3) no 
fueron inyectados. Ver además la Figura 6. 
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Fiqura 6. Valores de la absorbancia delta en el sobrenadant• de 

los cultivo• de c.tlulas esplénicas, obtenidas de los ratones 

incluido• en los tres grupos experimentales. Las barras 

corresponden a los promedios que fueron obtenidos en lo• ani•ales 

sacriticados dia después de terminar la• inyeccion•a 
intraperitoneales. 
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6. 5. REDUCCION DEL MTT POR LINFOCITOS CULTIVADOS EN CONDICIONES 

BASALES. 

Al estudiar los resultados anteriores (absorbancia delta), 

se presentaron algunas dudas respecto a las causas de la reducción 

de los valores promedia. Fue evidente que los linfocitos de los 

ratones desgastados tenian significativamente aumentada au 

capacidad de reducir el MTT cuando eran cultivados en condiciones 

basales, es decir sin añadirles Con-A al medio (Tabla 4). 

Mientras que, cuando estaban en presencia del mitógeno, las 

lecturas de la absorbancia no diferian entre los tres grupos 

experimentales (Tabla 5). De este moda se pudo comprobar que, 

en lineas generales, una disminución en la absorbancia delta se 

correlacionaba con un aumento proporcional en la absorbancia 

basal. Después del análisis estadistico, se observó que el 

aumento en la absorbancia basal resultaba mucho más significativo 

(P < 0.001) que la disminución en la absorbancia delta (P < 0.05). 

Las diferencias encontradas influyeron para modificar el 

punto de vista expresado en el pArrafo anterior. Al tomar en 

cuenta las lecturas de la absorbancia basal fue dificil continuar 

afirmando que las linfocitos de los animales inyectados con 

estafilococos tenian deprimida su capacidad para responder al 

estimula de la Can-A, como lo su9erian los resultados de la 

absorbancia delta. Las lecturas basales estaban a'favor d• qu• 

los tratamientos IP con estafilococos muertos más bien provocaban 

una estimulación metabólica de alguna o varias subpoblacianes de 
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células esplénicas de los ratones. Por esta razón, cuando las 

células del bazo de los ratones desgastados se cultivaban in 

~' se pudo observar que tenian aumentada su capacidad para 

reducir el MTT sin necesidad de añadir al medio un mitógeno que 

estimulara a los linfocitos. 

En las dos tablas siguientes se presentan los valores 

promedio de la reducción 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 

anterior. 

se presenta una gráfica que ilustra la afirmación 
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CONDICION ABSORBANCIA 
EXPERIMENTAL (Fondo) DESVIACION 
DE LOS N ESTANDARD 
RATONES ;¡ 

DESGASTADOS 0.942 0.120 < o.os 

CONTROLES 0.740 Q.053 > 0.3 

SANOS 0.736 Q.109 

< 0.001 

Tabla 4. Valores promedio de las absorbancias obtenidas con loa 
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 los tres 

qrupos experimentales. Se puede observar que los valores de las 

absorbancias se elevan significativamente en el grupo de los 
ratones que fueron inoculados con estafilococos (P < 0.001). F.n 

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 l.234 0.146 > 0.1 

CONTROLES l.192 0.218 > 0,3 

SANOS l.122 0.137 

> 0.3 

Tabla 5, Valores promedio de la absorbancia del sobrenadante del 
medio de cultivo cuando los linfocitos esplénicos fueron incubados 
en presencia del mitógeno Con-A. Se presentan los resultados 

obtenidos en los tres grupos de ratones que se encontraban en 

diferentes condiciones experimentales. Se puede observar que los 

tres valores promedio no difieren significativamente entre si 
(P < o.3), 
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Figura 7. Valores de la absorbancia basal en el sobrenadan te del 

medio de cultivo cuando las células esplénicas, incubadas sin el 

mitógeno Con-A. Las barras muestran los valores ·promedio 
obtenidos, en los tres qrupos exprimentales, en los animales que 

fueron sacrificados l dia después de terminar las inyecciones 
intraperltonealea. 
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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 se encontraban disminuidos en el grupo de ratones 

desgastados, el paso siguiente fue estudiar la evolución de este 

descenso durante las dos semanas que siquieron al t•rmino del 

tratamiento IP con estafilococos. 

Con este propósito se realizó 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 .in :dtt.2 sus linfocitos esplénicos y estudiar la 

respuesta de los mismos después del estimulo con la Con-A. Los 

resultados revelaron que la disminución inicial de los valores da 

la absorbancia delta se acentuaba cinco dias m4s tarde (P < 0.001) 

en el grupo de ratones tratados con estafilococos. Posteriormente, 

estos animales presentaban una tendencia a recuperar los valores 

delta de los ratones normales. La evolución de la respuesta se 

puede apreciar en la Figura s. Los resultados se presentan en 

la Tabla 6. 
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Al comparar los resultados de la absorbancia delta después 

da estimular los linfocitos con el mitógeno, se observaron dos 

fenómenos diferentes. Primero, tanto en los animales 

desgastados como en sus controles sanos los valores obtenidos con 

los ratones sacrificados en las dos primeras fechas ( l y 5 dias 

postratamiento) fueron significativamente inferiores a los 

resultados de las dos ~ltimas (10 y 15 dias postratamiento). sin 

embargo, los valores del ta obtenidos con los linfocitos de los 

ratones desgastados siempre fueron inferiores a los de los ratones 

normales, particularmente l y 5 di as postratamiento, donde las 

diferencias resultaron estadisticamente significativaa. Ver la 

Figura a. 

'· 
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CONDICION DIAS POSTRATAMIENTO IP 
EXPERIMENTAL 
DE LOS 
RATONES l 5 10 15 

0.292 0.176 0.417 0.544 F • 12.07 
DESGASTADOS 0.003 0.106 0.122 0.334 p < 0.001 

0.306 o. 374 o. 507 0.568 F = J,25 
SANOS 0.102 0.049 0.194 0.286 p < o.os 

Tabla 6. Valores promedio de la absorbancia delta obtenidos con 
los sobrenadante de los cultivos, 1, 5, 10 y 15 dias después del 
tratamiento IP, utilizando linfocitos esplénicos de los ratone• 

_desgastados y de sus correspondientes controles sanos. Los 
resultados revelan que la evolución de la respuesta 
linfoproliferativa fue similar en los dos grupos, aunque los 
valores del ta 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 superiora• 
corresponden a los promedios de la absorbancia, mientras que los 
de los renglones inferiores representan la desviación estandard 
correspondiente. 
Apéndice I. 

Los resultados individuales se presentan en el 
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Fiqura e. Representación gráfica, con barras, de las similitudes y 

las diferencias que se encontraron al comparar la evol,ución d• los 

valores promedio de la absorbancia del ta. La reducción del M'rr 

se llevó a cabo con los linfocitos de los ratones desgastados y 

los de sus correspondientes controles normales, 1, s, 10 y 15 dia• 

después de terminar el tratamiento IP. 
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6 • 7 • EVOLUCION DEL AUMENTO EN LA ABSORBANCIA BASAL DEL 

SOBRENADAN TE, Ell LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS NO ESTIMULADOS, 

DE LOS RATONES DESGASTADOS. 

Dos diferencias importantes fueron observadas al comparar la 

evolución de la capacidad para reducir el MTT en dos poblaciones 

de linfocitos, obtenidas de animales desgastados y de sus 

controles sanos, cuando fueron cultivados en un medio que no 

contenia el mitóqeno Con-A. 

Por una parte, en el grupo de los ratones sanos la 

absorbancia basal se mantuvo sin grandes variaciones (p > O. 7) 

desde el dia l 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 normalización 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 finai del 

experimento, dos semanas después de terminado el tratamiento IP. 

Estos resultados indican que, una vez concluido el perüodo 
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de inyecciones IP con estafilococos e iniciado el otro perüodo de 

recuperación fisica e inmunológica, el estado da hiperactividad 

metabólica de las células esplénicas da los ratonas desgastados 

fue disminuyendo paulatinamente hasta llegar a la normalidad 15 

dias más tarde. Los valores promedio de estos fenómenos ae 

presentan en la Tabla siguiente y los correspondientes valores 

individuales aparecen en el Apéndice r. 
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CONDICION DIAS POSTRl\Tl\MIENTO 
EXPERIMENTAL 
DE LOS 
RATONES 1 5 10 15 

0.942 0.756 0.891 o.na F • 11.u 
DESGASTADOS 0.120 0.092 0.076 0.094 p < 0.001 

.SANOS 0.736 0.746 0.112 0.714 F • 0.45 
0.109 0,062 0.115 0.119 p > 0,7 

Tabla 7. Valores promedio de la absorbancia basal, con linfocitos 
••pllinicos 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 des9astados, la capacidad 
para reducir el MTT disminuye paulatinamente durante las dos 
•8111lna• siguientes al tratamiento con estafilococos por via IP y, 
como una consecuencia, se encuentran diferencias si9nificativas 
entre las 
señaladas. 

determinaciones realizadas en las cuatro fechas 
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.B. REDUCCION DEL MTT POR LOS LINFOCITOS DE LOS RATONES CONTROL 
INYECTADOS CON SOLUCION SALINA IP. 

cuando fueron cultivadas in rl.tl:Q, can y sin Concanavalina-A, 

las células esplénicas de los ratones inyectados IP con SSI 

redujeron el colorante MTT en una forma similar a las células 

esplénicas de los ratones normales. cuando las célula. H 

obtuvieron de ratones que habian sido sacrificados un dia despu'• 

de terminar las inyecciones IP de SSI, loa valorea de la 

absorbancia en el sobrenadante del medio de cultivo no mostraron 

el aumento basal y la disminución delta que habian sido 

encontrados en los cultivos de células de ratones desgastados. 

Estos resultados ya fueron incluidos en las Tablas 3, 4 y s. Por 

otra parte, los valores de la absorbancia se mantuvieron sin 

grande• variaciones cuando loa ratone• inyectado• con SSI fueron 

sacrificados s, 10 y 15 dias más tarde. Estos dltimos 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 10 15 

CONTROLES (l) l.192 l.256 1.252 l.278 F ª 0.7 

0.210 0.084 0.079 0.108 p < 0.5 

SANOS (2) l.122 l.120 1.170 1.121 F • 2.2 

0.137 0.076 0.142 0.188 p < 0.1 

Tabla a. Valores promedio de la absorbancia (y sus 
correspondientes desviaciones estandar) en el sobrenadante de los 
cultivos de células esplénicas más con-A. Los resultados 

corresponden a las células de los ratones que fueron inyectados IP 
con SSI durante l mes (1) y a las células de los animales sanos 

que no recibieron ningún tratamiento (2), obtenidas de animales 
sacrificados l, 5, 10 y 15 dias después de terminar el tratamiento 

IP. 
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Fiqura 9. Comparación de los valores promedio de la absorbancia 

obtenidos en el sobrenadante de cultivos de células espli6nicas de 

ratones Salb/c que fueron inyectados durante l mee con SSI via IP 

y sacrificados 1, 5, 10 y 15 d1as después. Las barras 
corresponden a los promedios obtenidos con los valores delta, 

basales y de las células estimuladas con el mitóqeno Con-A. 
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CAPITULO 7. DISCUSION. 

Los resultados del trabajo revelaron que 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 reallzadas y ,permite sugerir 

algunas hipótesis que le pueden dar continuidad a la presente 

linea de investigación. 

La primera parte del trabajo, que trata sobre la 

estandarización de la técnica col?rimétrica, permitió seleccionar 

la dosis del mitógeno y la cantidad de células que, al reducir el 

dimetil tiazol tetrazolium (MTT), provocaban los incrementos més 

significativos en las lecturas de la absorbancia. 

Una vez estandarizada la pru~ba de la reducción 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 l. cuando la proliferación 

de linfocitos fue estimulada por el mitógeno,, ·los incrementos 

delta de la absorbancia, solo representaban 1/4 parte del total 
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del llTT reducido. Este resultado indicó que cada lectura tenia 

un "fondo" sumamente elevado, aproximadamente tres veces superior 

a los incrementos de la absorbancia provocados por el estimulo de 

la Con-A. Por lo tanto, fue necesario discutir si este hecho 

rapreaentaba o no una limitación en el momento de interpretar los 

resultados da la prueba. 

La prueba de la reducción del llTT mide una función celular 

diferente a la que revelan otras pruebas aplicadas al mi•mo 

••tudio de la ra•pue•ta prolifarativa de lo• linfocito• 

estimulados con una sustancia especifica. En realidad, la 

t6cnica de la reducción del llTT no ha aido propueata para 

auatituir la• pruabail convencionales, sino como una alternativa 

qua puada aimplificar al ••tudio de la inmunidad celular (63). Lo 

ai••o que en loa ra•ultados obtenidos por otros autores (34, 60, 

62), en el preaenta trabajo H encontró que loa incremento• en la 

reducción del colorante, con el consiguiente aumento de la 

ab•orbancia del aobrenadante, se correlacionaban perfectamente con 

la ta•a de aultiplicacione• celular•• que revelaba la 

incorporación de la ¡3H]-timidina al n~clao. 

sin embargo, ea conveniente tener en cuenta que, cuando se 

cultivan poblacionea heterog6neaa de células, la existencia de un 

valor de absorbancia basal elevado (causado por la actividad 

metabólica de las células no eatimuladas) debe ser considerado 

como un factor que puede influir sobre los resultados de la 

absorbancia· delta y que, 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 estimules, aumente el metabolismo de las células en 

reposo o disminuya la proporción da los linfocitos qua pueden ser 

estimulados por mitóqenos. En estos casos, se puede obtener una 

reducción significativa de los valores de la absorbancia delta en 

el sobrenadante de las cl!lulas estimuladas y esta disminución 

puede resultar estadisticamente siqniticativa en el momento de 
comparar la absorbencia obtenida en una población control con la 

absorbancia del sobrenadante de las células de los animales 

problema. Esta dificultad podria ser atenuada si la prueba d• 

la reducción del llTT ae aplicara a subpoblaciones purificada• d• 

linfocito• o si la estimulación no se realizara con •itóqenoe •ino 

con anticuerpos monoclonales especificas para ciertas 

•ubploblaciones. En el caso de utilizar los mitóqenos 

convencionales, ••ria recomendable seleccionar el que tuviera 

mayor actividad mitoql!nica. La• lactinas que provocan las 

estimulacione• m'8 débil es o las que actllan sobre una menor 

cantidad de cl!lulas también pueden influir para que lo• resultado• 

•• expresen como incrementos delta muy pequelloa, lo cual puede 

reducir la• posibilidades de encontrar diferencias entre la• 

respue•taa da linfocitos obtenido• de individuo• qu• •e encuentran 

en diferentes condicione• 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 observó que .la 

reducción del MTT podia revelar resultados diferentes seqlln la 

forma de informar las lecturas de la absorbancia. La mayor 
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parte de los trabajos publicados que se consultaron respecto a la 

reducción del colorante (34, 63) refieren los resultados como 

valores delta o como el indice obtenido después de dividir la 

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 fonna de procesar y presentar los 

resultados puede proporcionar una información 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 reducción del MTT, se recomienda que 

tanto los valores de la absorbancia delta, de la absorbancia basal 

y 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 condición metabólica de 

las células cultivadas. 

La capacidad de los linfocitos T esplénicos para reducir el 

colorante MTT después de recibir la estimulación de un mitógeno, 

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 indices de reducción rep_r_e::;ent:-"'11 .:.; .. .., 

información adicional que puede ser aceptaai-siempre y cuando las 

lecturas do la absorbancia basal no revelen diferencias entre los 

grupos experimentales. 
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.-. 
La segunda parte del trabajo trata sobre la posibilidad de 

que, cuando se estudia la proliferación de los linfocitos 

cultivados y estimulados, el procedimiento de la incorporación 

nuclear de la timidina tritiada puede ser substituido por la 

técnica de la reducción de las sales de MTT. Al comparar lo• 

resultados de las dos pruebas, realizadas sobre varias poblaciones 

de linfocitos esplénicos de ratones normales, se obtuvo una 

correlación aceptable que aparece en la Figura 4. No obstante, 

las dos pruebas tienen una sensibilidad diferente. El método 

isotópico tiene una sensibilidad superior a la del colorimlltrico 

(61). 

De acuerdo a los resultados de la estandarización, 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 incorporación de la 

[ 3HJ-timidina. Esto fue interpretado en favor de que la pi:uaba 

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, cu>ndo 

-~--~a:r·oeiü1aC c=ian cultivadas .in ili.r.2 y estimuladas con el mitógeno 

mencionado. 

77 



Sin embargo, en otras condiciones, utilizando un mitógeno 

menos potente o administrando un tratamiento inmunosupresor a los 

animal e•, ea posible que la prueba de la reducción del MTT no 

alcanca a taner la suficiente sensibilidad para permitir apreciar 

al!JUna• diferencia• antre la respuesta proliferativa de los 

linfocitos T de aniaales que tienen diferente grado de competencia 

illlllunológica. En estos caaos, la técnica de la incorporación de 

la ¡3HJ-timidina ofrece mayor sensibilidad que la prueba 

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

De todos aodos, la técnica de la reducción del MTT tiene 

varias ventajas que la convierten en una alternativa recomendable 

cuando la prueba de la incorporación nuclear de la (3H]-timidina 

no e• accesible, La prueba colorimétr ica tiene menor costo, 

re•ulta relativamente f6cil de estandarizar, permite medir 

fielmente la respue•ta proliferativa de loa linfocitos T de loa 

aniaalea normales y tiene un alto grado de reproducibilidad. 

Adem6s, consume meno• tiampo y representa menos riesgos para la 

salud del per•onal de laboratorio que la prueba isotópica. Estas 

ventajas podrian ser magnificadas si, en el momento de interpretar 

loa resultados, se toma en cuenta la condición illlllunológica de la 

per•ona o el animal del cual proceden loa linfocitos. Conviene 

recordar que la prueba del MTT mida la actividad metabólica de las 

c6lula•. Nosotros. podemos encontrar con suficiente exactitud 

que esta actividad se encuentra aumentada cuando loa linfocitos 

normales se di vi den después de la estimulación con un mitógeno. 

Sin embargo, es conveniente no olvidar que la condición clinica en 
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la cual se encuentra el paciente o al 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 llT'l' reaulta una ••dida •indirecta• da la 

proliferación celular, tiene todos los riesgos • inconvenientes da 

los procedimientos qua no miden un avento primario aino al 

aacundario o al terciario. Por astas razones, su aplicación 

exige diversos controles y, alqunas veces, para la aceptación da 

loa resultados a• necesario conocer la condición cl1nica a 

inmunológica del individuo donador da las células. 

La tercera parte del trabajo estudió si, después da un 

trata•ianto IP con estafilococos, los ratonas deagastados tanian 

modificada o no la respuesta da lo• linfocitos T aati•ulados con 

la con-A. LO• re•ultado• revelaron vario• aspectos interesante• 

da la in11unidad celular del animal de•CJ••tado. El uso da la 

prueba da la reducción del llT'l' per11itió obtener una infor11Bción 

del astado da le CMI del animal desgastado que, probabla••nta, no 

hubiere •ido detectada con la técnica de la incorporación da la 

[3HJ-timidina. 

En los cultivos que se realizaron con las células esplénicas 

de ratones sacrificados un dia después de habar terminado las 

inyecciones IP de estafilococos, se obtuvieron tres resultado• 

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 relación 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 loa controles (P < 0.001). Tercero, en 

cambio, en los cultivos de células a las cuales se añadia Con-A, 

la abaorbancia del sobrenadante resultó similar en los tres grupos 

de animales, desgastados y no desgastados (P > o. 3). Quince 

diaa m4s tarde, loa valorea promedio de la absorbancia (basal, 

delta y de las células estimuladas), en los sobrenadantea de los 

cultivos, no revelaron diferencias entre la capacidad de las 

c6lulaa de los tres grupos de ratones para reducir el MTT. 

Para loa propósitos de nuestro trabajo, estos tres 

resultados de la reducción del MTT por las células esplénicas de 

los animales desgastados deben ser analizados en una forma 

independiente, porque pueden revelar la existencia de dos 

fenómenos distintos. Uno de estos fenómenos, en el cual es 

necesario pensar si se toman en cuenta los valores de la 

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 último puede suceder a causa de que el órgano es 
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infiltrado por células mononucleares procedentes de otros tejidos 

o de la cavidad peritoneal o, también, porque lo• linfocitos T 

abandonan el bazo o porque 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 cristalización de las 

sales del llTT puede indicar una mayor actividad metabólica o 

proliferativa de los linfocitos T que son estimulado• por el TNF o 

alguna otra citocina liberada por los macrófagos. Sin embarqo, 

el mismo aumento de la absorbancia basal puede e.atar relacionado 

con un incremento en la proporción de las otras subpoblaciones de 

células que, espontáneamente o no, tienen aumentada su actividad 

metabólica a causa de las condiciones del experimento que, en este 

caso, serian las inyecciones IP de estafilococos muertos. 

Si se toman en cuenta Unicamente los valores de la 

absorbancia basal o de la absorbancia del sobrenadante en loa 

cultivos de las células estimuladas, los resultados coinciden con 

loa de otros experimentos que habian sido realizados previamente. 

Asi por ejemplo, los linfocitos T de los ratones dHgastados no 

tenian disminuida su capacidad para inducir una reacción local GvH 

(21) ni tampoco perdian su·capacidad para rechazar aloinjertos de 

piel (8). Todos estos resultados pueden ser considerados como 

reacciones paradójicas o contradictorias, ya que los ratones 

desgastados mediante inyecciones IP da estafilococo• tienen un 

timo reducido de tamaño (que ha sido calificado "atrófico"), una 

linfopenia acentuada y ganglios linfáticos de menor tamaño que los 

de los animales control (8). A todo esto se puede añadir que la 
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literatura consultada reune una larga serie de observaciones en 

favor de que las personas y los animales de laboratorio que se 

encuentran sujetos a condiciones desqastantes y que tienen 

lintopenia y timo hipoplásico, qeneralmente presenta un compromiso 

importante de la CM!. Como ejemplos se pueden citar los casos 

de las personas infectadas con el HIV (49) o el de los ninos con 

una desnutrición proteico-calórica qrave (68). 

Si supónemos que la totalidad de las células esplénicas son 

linfocitos y si solamente se toman en cuenta los valores de la 

absorbancia basal, los resultados de nuestro trabajo podrian ser 

interpretados como una paradoja mucho mayor. 

Las células mononucleares, no estimuladas, de los ratones 

desqastados mostraron un aumento siqnificativo de su capacidad 

para reducir el MTT (P < 0,001) cuando los ratones eran 

sacrificados l dia despu'a de terminar las inyecciones IP de 

estafilococos. Sin embarqo, cinco dias más tarde, las c'lulas 

esp1'nicas no estimuladas de los ratones desqastados 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 reducción del MTT como un promedio único, bien 

sea este absorbancia delta o absorbancia basal. En un caso la 
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prueba revelar1a que la actividad metabólica de lo• linfocitos se 

encuentraba disminuida y en el otro caso la 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 loa ciclos de inyecciones IP 

con estafilococos muertos. 

Nosotros creemos que en los dias siguientes a la inducción 

del desgaste, el aumento en la absorbancia basal y la disminución 

en la absorbancia delta revelan que, posiblemente, •obre nuestros 

resultados influyeron dos fenómenos distintos muy importantes. 

El primero de ellos podria ser un aumento significativo en la 

proporción de macrófagos y/o monocitos contsnidos en la suspensión 

de células esplénicas de los animales desgastados. El segundo 

consistir1a en el estado de hiperestimulación en el cual se 

encontrar1an esas células fagoc1ticas después dsl curso de 

inyecciones IP utilizando la suspensión de estafilococos muertos, 

Las dos proposiciones deben ser tomados en cuenta en el momento de 

discutir la condición inmunológica del animal de11ga•tado. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, se propone la hipótesis de que las células esplénicas del 

ratón desgastado se encuentran sobreestimuladas. 

considera que las principales manifestaciones 

Además, se 

cl1nicas del 

sindrome y la depresión observada en la s1ntesis da anticuerpos 

son una consecuencia indirecta del exceso de estimulaciones IP con 
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estafilococos y no de la desnutrición asociada. Para fundamentar 

la proposición anterior se van a utilizar los resultados de la 

reducción del MTT obtenidos uno y cinco días después de terminar 

el tratamiento IP con estafilococos. 

Cuando las células de los ratones desgastados no fueron 

estimuladas in ~ con la Con-A, el exceso de sales de formazán 

en el medio de cultivo indica un aumento del metabolismo celular 

en condiciones basales. Nuestro experimento no estuvo diseñada· 

para aclarar cuáles células podrían ser las responsables de este 

aumento en la absorbancia basal. Por eso no tenemos resultados 

en favor de una u otra población. Sin embargo, creemos que 

solo puede existir una alternativa los linfocitos T o los 

macrófagos. Cualesquiera de las dos poblaciones de células 

esplénicas pudo tener elevada su actividad metabólica a causa de 

las condiciones experimentales a las cuales estuvieron sometidos 

los ratones desgastados. Si las células estimuladas fueran los 

macrófagos, los responsables de su activación in YiY.Q serian los 

estafilococos muertos que fueron inyectados durante un mes por via 

IP. En el caso de los linfocitos, los responsables de su 

activación y/o proliferación !n vivo serian las citocinas 

liberadas por los macrófagos 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 metabólicamente, continuarían activadas 

después de sacrificar los ratones y durante el cultivo en 

condiciones. basales, es decir sin Con-A. Ellas podrían 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 inyección 

endovenosa de estafilococos muertos a conejos (73) provoca 

anormalidades fisiológicas similares a las observadas cuando se 

inyectan endotoxinas o bacterias Gram-negativas. La 

tejidos, activación del complemento, necrosis de 

trombocitopenia, agregación de leucocitos polimorfonucleares, 

hipotensión y el estado de shock de los conejos ya habian sido 

provocados experimentalmente mediante la inyección de TNF (74). 

En el caso de los conejos inyectados con estafilococos muertos 

(73), la concentración de esta citocinas en el suero fue 

encontrada aumentada significativamente .. La interleucina-l 

también . puede provocar un estado de shock similar cuando se 

inyecta a los conejos (75). Los mismos aumentos de la 

producción de TNF han sido provocados por Pneumocystis min.il 

(76), Toxoplasma !lQfilU.i (77) y el HIV-l (78), asi como después 

de la interacción in Yi.t.I:Q de los macrófagos con ~ 

~, Plasmodium ~ o tripanosomas. 

Sin embargo, no se debe tratar de comparar el deteriorb de 

la CMI en personas o animales parasitados o infectados en una 

forma crónica 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 prolongó 28 dias. 
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Estas diferencias conducen a dos preguntas importantes. 

Con cuáles otras enfermedades desgastan tes, humanas o inducidas 

experimentalmente en animales, se podria comparar la condición 

clinica e inmunológica del ratón inyectado con estafilococos 

muertos ?. Los cambios observados en la respuesta de las 

células esplénicas cultivadas, con o sin Con-A, representan un 

fenómeno exclusivo del ratón desgastado con estafilococos o son 

reacciones compartidas por cualquier organismo vertebrado que es 

esti~ulado con productos bacterianos durante cierto tiempo ?. 

La sobrestimulación de los macrófagos peritoneales con 

productos bacterianos, por via IP y durante 1 mes, provocó la 

aparición de manifestaciones diferentes a las del shock tóxico que 

ha sido inducido por otros autores (73) al inyectar conejos con 

estafilococos muertos por via endovenosa. En estos casos, los 

síntomas similares al shock se relacionan con un aumento en la 

producción de TNF. En los animales de este experimento (73) 

las bacterias muertas fueron inyectadas por via endovenosa y esta 

puede haber sido la diferencia que provocó resultados diferentes a 

los que nosotros presentamos en este trabajo. No obstante, 

creemos que en las dos situaciones se provocó una estimulación de 

los macrófagos y la liberación de cantidades diferentes de TNF. 

Por otra parte, el desgaste fisico e inmunológico de los 

pacientes con algunas parasitosis crónicas, paludismo por ejemplo, 

también ha ;,ido atribuido a la liberación de TNF. sin embargo, 

en estos pacientes se ha encontrado una disminución en la 
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respuesta proliferativa de los linfocitos 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 

estimulación. Aparentemente, la depresión de la CMI se observa 

cuando personas o animales de laboratorio producen grandes 

cantidades de TNF durante cierto tiempo. Esta situación 

generalmente está asociada con el paso a la sangre o la inyección 

endovenosa de los parásitos 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 acción 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 

sobreestimulación con estafilococos muertos provocó una serie de 

transtornos en la respuesta de los linfocitos después de la 

estimulación .in lLi.tJ:!l. con el mitógeno con-A. La respuesta 

basal aumentada después de la estimulación, es un resultado 

diferente a los que hemos mencionado en los párrafos anteriores. 

Esta diferencia probablemente depende de la cantidad de bacterias 

inyectadas. El deterioro fisico e inmunológico de los ratones 

desgastados no se puede comparar con el de los pacientes con 

enfermedades crónicas. Más 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 discusión consiste en 

distinguir que la sobreestimulación de los macrófagos es un 

fenómeno diferente al de sobrestimulación de los linfocitos. No 

tenemos actualmente resultados que nos permitan proponer si los 

animales desgastados se encuentren en alguna de estas dos 

condiciones. Sin embargo, no parece probable que la 

disminución de la absorbancia delta haya sido un fenómeno 

comparable al observado por suzuki y colaboradores (67), quienes 

encontraron una disminución de la respuesta proliferativa de 

linfocitos sobreestimulados. Ellos utilizaron diferentes clonas 

de células T, las cuales fueron estimuladas con altas 

concentraciones de antigenos especificas. Sus resultados 

indican que, en esas condiciones, los linfocitos tenian una falla 

para dividirse. Es probable que los cultivos de células de los 

animales desgastados contuvieran una mayor proporción de 

macrófagos sobrestimulados in ~ y que la actividad metabólica 

de ellos haya influido en los resultados de la reducción del l!T'l'. 

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 resultó más significativo que la disminución de la 

absorbancia delta. 

En defensa de la hipótesis 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 macrófagos puede actuar como un 

inductor o estimulante de la CMI (42). En este sentido, la 

molécula de TNF se comporta de una manera similar a la IL-2 (43). 

Por otra parte, alqunos trabajos experimentales real izados con 

animales sanos han mostrado que el TNF estimula las funcione• de 

los linfocitos T en la misma forma que deprime las funciones de 

los linfocitos B (79). La liberación prolonqada de TNF por los 

macrófagos peritoneales puede ser considerada como responsable de 

las anormalidades encontradas en la sintesis de anticuerpos por 

los ratones desqastados. Trabajos publicados por otros autores 

demuestran que las inyecciones de caquectina/TNF tienen un efecto 

deletéreo sobre la subpoblación de linfocitos B. 

Nosotros discutimos también la posibilidad de qua el 

incremento observado en la absorbancia basal sea indicativo de una 

mayor tasa de multiplicaciones en ·1os linfocitos que no fueron 

estimulados por la Con-A. Existe la posibilidad de que el 

aumento de la absorbancia basal en el sobrenadante de los cultivos 

de células esplénicas del qrupo de ratones dasqastadoa, 

probablemente refleje una mayor tasa de actividad metabólica o un 

mayor mlmero de multiplicaciones de los linfocitos T no 

estimulados. Sin embarqo, también se debe conaiderar · la 

posibilidad de que la población de células esplénicas de los 

animales inyectados con estafilococos se encuentra infiltrada por 

macrófagos o monocitos activados y que estas células emigradas 

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

Al final de esta discusión y tomando en cuenta los 

resultados obtenidos cinco dias después de terminar las 

inyecciones IP con estafilococos, resulta razonable aceptar la 

posibilidad de que, además de la probable alteración en la 

producción de TNF (apoyada en los resultados de varios trabajos 

realizados por otros autores), varias citocinas más influyeron 

para modificar la actividad metabólica de las células de los 

animales desgastados. Probablemente el desgaste se acompaña de 

transtornos en los mecanismos que modulan la respuesta de células 

T, como la producción de IL-2, Il-4, interferones o 

prostaglandinas. Esta última substancia resulta importante 

porque tiene una actividad moduladora negativa en la respuesta de 

células T. Las alteraciones inmunológicas de los animales 

desgastados puedan relacionarse con un deterioro en los mecanismos 

que modulan la respuesta de células T. Los cambios en la 

modulación de los linfocitos T pueden ser los responsables de la 

depresión en la sllntesis y formaciOn de anticuerpos que 

caracteriza el desgaste (20). 

El capitulo de la inmunomodulación 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 Y.i.l;r.Q. Los cambios que pueden 

ocurrir en . el curso de infecciones y enfermedades desgastantes 

graves o crónicas son difíciles 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 investigación clinica que 

ofrezcan información sobre los cambios de la inmunomodulación en 

el curso de las interacciones del hospedero con productos de los 

microorganismos o parásitos. 

Al final de esta discusión, 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, exógenos y 

endógenos, que pueden provocar la aparición de enfermedades 

desgastántes. Es indudable que, al aumentar el conocimiento 

sobre todas estas interacciones, vamos a quedar mejor preparados 

para intentar la prevención 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. CONCLUSIOhES. 

la prueba calorimétrica de la reducción del M'l'T permitió 

estudiar la inmunidad celular de los ratones y proporcionó 

resultados comparables a los de la incorporación nuclear de la 

¡3H¡-timidina (r = O .877). La relativa sencillez de la prueba 

calorimétrica y la facilidad con la que pudo ser estandarizada 

permiten proponerla como una alternativa confiable para el estudio 

de la inmunidad celular. Asi mismo, se recomienda que se estudie 

la posibilidad de introducirla en el laboratorio clinico de 

alqunos hospitales que no cuentan con recursos para trabajar con 

isótopos, porque podría 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 confirmó que las inyecciones intraperitoneales con 

estafilococos provocan la aparición 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, los linfocitos de los ratones desgastados tienen 
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aumentada su capacidad de reducir el colorante M'.M' cuando los 

estudios se realizaron un dia después de terminar las inyecciones 

intraperitoneales de estafilococos. Este resultado fue 

interpretado como un aumento en el metabolismo de los macrófagos 

esplénicos a causa de su interacción con los productos de las 

bacterias. Es probable que, además, en las células el bazo se 

encuentre aumentada la proporción de macrófagos respecto a la de 

linfocitos. 

El aumento en la actividad metabólica de las células 

esplénicas no estimuladas sugiere la posibilidad de que los 

macrófagos del animal desgastado tengan aumentada la producción de 

algunas citocinas, como IL-l y TNF, las cuales puden ser las 

responsables del deterioro fisico e inmunológico que caracteriza 

al desgaste. 

Los valores de la absorbancia del ta se encontraron 

disminuidos en los sobrenadantes de los cultivos de células 

esplénicas de ratones desgastados. Esta disminución 

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 cancanaValina A. La disminución 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 disminución 

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

La normalizacion de los resultados, quince dias despues de 

terminar el tratamiento IP, confirma el carácter transitorio de la 

inmunodeficiencia secundaria a la inyección 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 síndrome experimental. 

sin embargo, en el trabajo se propone la hipótesis de que todos 

ellos son la expresión de una excesiva producción de citocinas por 

parte de macrófagos hiperestimulados con estafilococos. 

94 



CAPITULO 9. RESUMEN. 

El presente trabajo tuvo como objetivos estandarizar la 

prueba colorimétrica de la reducción del MTT, comprobar que la 

reacción resulta de utilidad para medir la proliferación de 

linfocitos estimulados con un mitógeno convencional y utilizarla 

para demostrar los cambios que una enfermedad desqastatnte 

experimental puede provocar en la respuesta celular de ratones 

recién nacidos. 

Los resultados demostraron que la reducción del MTT es una 

prueba de bajo costo y de fácil estandarización. Además, se 

encontró que, después de la eatimulación in ~ de los 

linfocitos esplénicos, las lecturas colorimátricas del 

sobrenadante se correlacionaron en una forma estadisticamente 

significativa con las lecturas isotópicas de la [ 3HJ-timidina 

incorporada al núcleo. Por otra parte, cuando la reacción 

colorimétrica fue aplicada al estudio de la inmunidad celular de 

ratones desgastados, la prueba del MTT resultó útil para revelar 

que los linfocitos de los animales inmunocomprometidoa presentaban 

una reducción 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 mitógeno Con-A fue evaluada 1, s, 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 añadir Con-A al cultiva, los valores de la 

absorbancia delta se encontraron disminuidos hasta cinco dias más 

tarde. Dos semanas después de terminar las inyecciones de 

estafilococos, los 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 f isico e inmunológico de los 

ratones inyectados con estafilococos y se propone como hipótesis 

que, en el caso concreto de este desgaste experimental, las 

manifestaciones clinicas y las alteraciones inmunológicas pueden 

estar provocadas por un aumento en la producción de la citocina 

TNF. 
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APOOICE l. 

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

Absorb. Absorb. Absorb. cpm cpm cpm 
Lectura Con-A Fondo Delta Con-A Fondo delta 

l l.015 0.709 0.306 200473 2897 197576 
2 l.016 0.738 0,278 182461 2830 179631 
3 0.985 o. 744 0.241 l8056B 2255 178313 
4 l.248 0.708 0.540 518483 5025 513458 
5 1.280 0.708 o.572 602563 3847 598716 
6 1.347 0.732 0.615 661299 4876 656423 
7 l.265 0.782 0.483 504046 5843 498203 
8 0.933 o.sea 0.345 424656 7218 417438 
9 1.140 0.776 0.364 407378 6566 400812 

10 0.954 0.715 0.239 97203 12900 84303 
ll 0.730 0.490 0.240 208177 4918 203259 
12 0.997 0.761 0,236 258080 3520 254560 
13 1.143 0.797 0.346 438348 11593 426755 
14 l. 239 0.725 0.514 456423 9515 446908 
15 1.122 0.740 0.382 338163 4757 333406 
16 1.150 0.577 0.573 480528 6628 473900 
17 1.234 0.111 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 l.030 0.764 0.266 142130 8420 133710 
21 l.108 0.833 0.275 414278 5584 408694 
22 l.133 0.809 0.324 372513 6528 365985 
23 1.200 0.817 o. 383 366036 7743 358293 
24 0.723 0.528 0.195 164482 14583 149899 
25 0.698 0.524 0.114 155090 12429 142661 
26 1.088 0.700 0,388 394992 17700 377292 
27 l.077 0.628 0.449 396660 16101 380559 
28 l.108 0.571 0.537 410050 10734 399316 
29 0.861 0.499 0.362 271300 15609 255691 
30 0.843 0.574 0.269 210822 15117 195705 
31 0.903 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, DES PUES DE LA 
REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS DE . 
RATONES DESGASTADOS QUE FUERON SACRIFICADOS l, 5, lO Y l5 DIAS 
DESPUES DE TERMINAR LAS INYECCIONES IP CON ESTAFILOCOCOS MUERTOS. 

Ratón 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

lO 
ll 
l2 
l3 
l4 
15 
l6 
l7 
l8 
l9 
20 
2l 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
3l 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

dia 

l 
l 
l 
l 
l 
l 
l 
l 
l 
l 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
lO 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 
l5 

Fondo 

0.940 
o. 739 
0.9l7 
0.944 
0.940 
o. 787 
l.02l 
l.l63 
l.038 
o.933 
o. 760 
0.884 
o. 740 
0.9l5 
o.832 
0.140 
0.677 
0.636 
0.670 
0.120 
0.758 
0.876 
0.830 
0.869 
0.802 
o.954 
0.965 
0.96l 
0.9l4 
0.980 
0.689 
0.746 
0.665 
o.666 
0.638 
0.632 
0.681 
o.al4 
0.876 
o.en 

Absorbancia ( •) 
con-A 

l.280 
0.979 
l.262 
l.337 
l.363 
l.055 
l.297 
l.437 
l.247 
l.088 
0.873 
l.000 
0.860 
l.256 
o.945 
0.849 
0.807 
0.846 
l.066 
0.826 
0.966 
l.365 
l.387 
l.449 
l.084• 
l.4l3 
l.380 
l.422 
l.325 
l.324 
l.060 
l.379 
l.2l7 
l.lll 
l.029 
0.890 
l.l9l 
l.040 
l.405 
l.472 

Delta 

o.340 
0.240 
o.345 
0.393 
o.423 
o.26a 
0.276 
0.274 
0.209 
O.l55 
O.ll3 
O.ll6 
O.l20 
o.34l 
O.l22 
O.l09 
O.l30 
o.2lo 
0.396 
O.l06 
0.208 
0.489 
o.557 
o.sao 
0.246 
0.459 
0.4l5 
o.46l 
o.ni 
o.344 
0.37l 
o.633 
o.ss2 
0.445 
0.39l 
0.258 
O.SlO 
0.226 
0.529 
o.6ol 

(*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocitos, por 
triplicado, de cada animal. 
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LECTURAS DE LA ABSORBANCIA DEL SOBRENADANTE, DES PUES DE LA 
REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS ESPLEHICOS DE 
RATONES NORMALES QUE SIRVIERON COMO CONTROLES y QUE FUERON 
SACRIFICADOS l, 5, lO y 15 DIAS DES PUES DEL TRATAMIENTO IP 
APLICADO A LOS RATONES DE LOS OTROS DOS GRUPOS. 

Absorbancia (*) 
Ratón dia Fondo Con-A Delta 

l l 0.730 l.Ol5 0.285 
2 l o. 708 l.291 ll.583 
3 l 0.779 l.202 0.423 
4 l 0.738 o.978 0.240 
5 l 0.761 l.l9l 0,430 
6 l 0.755 l.168 0.413 
7 l 0.819 1.147 0.328 
8 l 0.599 l.091 0.492 
9 l 0.536 0.857 0.321 

lO l 0.933 1.280 0.347 
ll 5 0.883 1.282 0.399 
12 5 0.643 l.044 0.401 
13 5 0.121 l.138 0.417 
14 5 o.na 1.140 0.424 
15 5 0.787 l.178 0.391 
16 5 0.730 1.038 O.JOB 
17 5 0.737 l.139 0.402 
lB 5 0.749 l.025 0.276 
19 5 0.777 1.116 0.339 
20 5 0.120 l.104 0,384 
21 10 0,570 l.113 0.543 
22 lO 0.656 l.062 0.406 
23 lO 0.578 l.009 0.431 
24 10 0.738 l.402 0.663 
25 10 0.762 l.197 0.435 
26 10 0.600 l.143 0.543 
27 lO 0.687 l.108 0.421 
28 10 0.876 l.345 0,469 
29 10 0.896 l. 324 0.428 
30 lO 0.758 l.ooo 0.242 
3l 15 0.740 1.243 0.503 
32 15 0.623 l.273 o.650 
33 15 0.682 l.151 0.469 
34 15 0.641 l.lll 0.470 
35 15 0.845 l.475 0,630 
36 15 0.845 l. 355 0,510 
37 15 0.753 l. 048 0.295 
38 15 0.888 l.405 0.517 
39 15 0.755 l.075 0.320 
40 15 o. 840 l. 369 0.524 

(*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocitos, por 
triplicado, de cada animal. 
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LECTURAS DE LA ABSORBANCIA DEL SOBRENADANTE, DES PUES DE LA 
REDUCCION DEL MTT, EN LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS ESPLENICOS DE 
RATONES CONTROL QUE SOLO FUERON INllECTADOS CON SSI POR VIA IP ll 
QUE FUERON SACRIFICADOS 1, s, 10 ll 15 DIAS DES PUES DE TERMINAR 
ESAS INOCULACIONES INTRAPERITONEALES. 

Absorbancia (*) 
Ratón 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 l. 043 0.315 
4 1 0.766 1.542 0.776 
5 1 0.689 1.027 0.338 
6 1 o. 743 1.110 0.367 
7 1 o. 741 1.292 0.551 
B 1 0.693 0.906 0.213 
9 1 0.715 1.083 o. 368 

10 1 0.856 1.571 0.715 
11 5 0.814 1.215 0.401 
12 5 o. 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 o.sos 
17 5 0.948 1.268 0.320 
18 5 o.872 1.175 0.363 
19 5 0.891 1.166 0.379 
20 5 0.851 1.351 o.sao 
21 10 o.asa 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 o.ass 1.294 0.439 
28 10 0.832 1.349 o.s11 
29 10 0.739 1.168 0.429 
30 10 0.740 1.186 0.446 
31 15 o. 810 1.203 0.393 
32 15 0.832 1.361 0.529 
33 15 o.ass 1.267 0.412 
34 15 o.aoo 1.211 0.411 
35 15 0.837 1.318 0.481 
36 15 o. 762 1.091 0.329 
37 15 o.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 l. 369 0.524 

(*) Lecturas promedio obtenidas de los cultivos de linfocitos, por 

triplicado, de cada animal. 
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