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1. RESUMEN 

LÓPEZ REYES YAHEL FRANCISCO. Producción de óxido nítrico e interleucina 1 beta en 

macrófagos infectados con la cepa NADL del virus de la diarrea viral bovina (bajo la dirección de: 

MVZ Alejandro Benítez Guzmán y QFB Rosa Elena Sarmiento Silva). 

 

El virus de la diarrea viral bovina afecta la salud del ganado bovino y provoca pérdidas 

millonarias a la producción pecuaria e industria lechera poniendo en riesgo la seguridad 

alimentaria en todo el mundo. La capacidad del virus para infectar células presentadoras de 

antígeno que producen moléculas microbicidas como el óxido nítrico y la IL-1β y que 

participan en la inflamación, representa un elemento clave en la infección. Por lo tanto, el 

objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad del virus para inducir en macrófagos, 

la producción de óxido nítrico e IL-1β como elementos inflamatorios de la inmunidad innata. 

Se infectaron macrófagos derivados del cultivo de monocitos fenotipificados como CD14 (+) 

con la cepa NADL del virus de la diarrea viral bovina con 3 multiplicidades de infección 

(0.001, 0.1 y 10), se evaluó la producción de óxido nítrico por medio de la reacción de Griess, 

así como, la concentración de IL-1ß con la prueba de ELISA. Nuestros resultados no 

mostraron cambios en la producción de óxido nítrico en las condiciones evaluadas, mientras 

que la producción de IL-1ß mostró un aumento solo a una multiplicidad de infección de 10. 

Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento de la modulación de la respuesta 

inmune innata por el virus, al mostrar en macrófagos infectados la falta de inducción de óxido 

nítrico, con las multiplicidades de infección estudiadas, mientras que la producción de IL-1β 

fue inducida únicamente con una alta dosis viral. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Características generales del virus de la diarrea viral bovina 

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV por sus siglas en inglés), pertenece al género 

pestivirus de la familia Flaviviridae, junto con los virus causantes de la enfermedad de las 

fronteras en los ovinos y la fiebre porcina clásica o cólera porcino. Los miembros de este 

género poseen morfología icosaédrica y están rodeados por una envoltura viral; su genoma 

es de una longitud aproximada de 12.5Kb y está conformado por ARN de una sola cadena de 

sentido positivo (Figura1) (1,2). Por su efecto en cultivo celular, se distinguen 2 biotipos del 

virus (3,4): uno citopático (Cp); que provoca la destrucción y vacuolización celular y uno no 

citopático (nCp); el cual no induce cambios visibles en los cultivos. Los principales cuadros 

clínicos asociados a la infección por el virus se relacionan con el sistema reproductivo, 

digestivo y respiratorio, el virus puede infectar como agente primario o formando parte de 

complejos con otros patógenos, como en el caso del complejo respiratorio.  Ambos biotipos 

del virus pueden provocar un amplio espectro de presentaciones que varían desde infecciones 

subclínicas, agudas y crónicas, hasta formas hiperagudas de la enfermedad, en función 

principalmente del estatus inmune del animal (5). Un rasgo importante de los pestivirus es 

que no guardan especificidad por su hospedero, por lo que el BVDV además de bovinos, 

puede afectar a borregos, así como a otros rumiantes domésticos y silvestres; además puede 

ser aislado de cerdos. Debido a la estrecha relación antigénica que guardan los pestivirus, se 

pueden detectar resultados falsos positivos entre sus miembros, como en el caso de cerdos 

positivos para fiebre porcina clásica, en realidad infectados con el virus de la diarrea viral 

bovina(3). 
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Figura 1. Características generales y genoma del virus de la diarrea viral bovina. Tomado de 

Tautz N, Tews BA, Gregor M. The molecular biology of pestiviruses. En: Advances in virus 

research. 2015. p. 47–160. 

 

2.2 Enfermedad de las mucosas 

Tanto el biotipo citopático como el no citopático, tienen la capacidad de infectar a vacas 

gestantes y transmitirse verticalmente. Sin embargo, cuando la infección se presenta entre el 

día 90 y 120 de la gestación por el biotipo no citopático, ésta puede provocar en el feto 

tolerancia inmunológica hacia el virus. Los becerros inmunotolerantes pueden presentar 

retraso en el crecimiento o mostrarse clínicamente sanos, pero en realidad presentan una 

infección persistente y eliminan al virus durante toda su vida; constituyéndose de este modo 

como los principales reservorios y diseminadores del virus (6)(5)(7). Debido a la tolerancia 

hacia el virus, cuando los animales persistentemente infectados (PI) presentan una 

superinfección con otro BVDV antigénicamente similar pero perteneciente a un biotipo 
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citopático, son incapaces de montar una adecuada respuesta adaptativa y desarrollan el 

cuadro conocido como “enfermedad de las mucosas”, caracterizado por hemorragias en 

diferentes puntos del tracto gastrointestinal, diarrea y mortalidad del 100% (3)(6)(5). 

 

2.3 Cuadros clínicos 

La capacidad del virus de causar efectos en múltiples sistemas, ocasiona diferentes 

manifestaciones clínicas y hallazgos a la necropsia. Los signos que se observen son el 

resultado de una compleja interacción entre factores del hospedero (animales 

inmunocompetentes o tolerantes al virus, estado gestacional, etapa del desarrollo 

embrionario, prácticas de inmunización pasiva o activa previas a la infección), y las 

características del virus (variabilidad antigénica y genómica). En este sentido, se conocen las 

lesiones en el feto abortado (atrofia de la retina, hipoplasia cerebelar y pulmonar) y existen 

cuadros descritos para diferentes etapas: becerros no calostrados (fiebre en 2 etapas, 

leucopenia, anorexia y diarrea de severidad variable), becerros seronegativos de 6 meses de 

edad (descarga nasal serosa y leucopenia), bovinos adultos inmunocompetentes 

seronegativos (infección aguda subclínica o con fiebre ligera, leucopenia y disminución en 

la producción láctea), infección aguda clínica de bovinos adultos inmunocompetentes 

seronegativos (lesiones erosivas y ulcerativas en la cavidad oral, disminución en la 

producción láctea, diarrea, fiebre, anorexia, letargo, leucopenia, descarga nasal y ocular), 

infección severa aguda (fiebre, neumonía y muerte repentina afectando a todos los grupos de 

edad con hallazgos a la necropsia similares a la enfermedad de las mucosas), un síndrome 

hemorrágico (una variante de la infección aguda severa con trombocitopenia, petequias y 

equimosis en mucosas, epistaxis, diarrea sanguinolenta, sangrado de sitios de inyección o 
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trauma, fiebre, leucopenia y muerte) e inclusive los escasos sobrevivientes a la enfermedad 

de las mucosas pueden desarrollar la forma crónica de ésta con diarrea intermitente, 

debilidad, anorexia y lesiones cutáneas no cicatrizantes (Figura 2) (8). 

Figura 2. Diferentes cuadros clínicos y dinámica de infección del virus de la diarrea viral 

bovina. Traducido de Evermann JF, Barrington GM. Clinical features. En: Goyal SM, 

Ridpath JF, editores. Bovine viral diarrhea virus: Diagnosis, Manegement and control. 

 

2.4 Importancia reproductiva del virus de la diarrea viral bovina 

Los efectos reproductivos del BVDV incluyen disminución de la fertilidad, infección y 

muerte embrionaria, malformaciones en el feto y aborto, (6), mortinatos y disminución en la 

producción láctea. A diferencia de los animales persistentemente infectados, los fetos 

expuestos al virus en el último tercio de la gestación desarrollan una infección de carácter 

transitorio y son capaces eliminar al virus. Éstos animales presentan anticuerpos contra el 

virus antes del consumo se calostro, como consecuencia de la seroconversión que realizan en 

vida intrauterina(6). Las novillas pueden infectarse por monta natural o inseminación 

artificial a partir del semen proveniente de toros infectados, así como por embriones 

provenientes de hembras persistentemente infectadas. Durante el proceso de transferencia de 
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embriones, estos pueden ser infectados como consecuencia del uso de semen o suero fetal 

bovino contaminados. (9–11). El virus, además de provocar disminución en la calidad del 

semen, puede mantenerse activo en él hasta 2.75 años, después de la infección aguda (5).  En 

Europa se han reportado brotes con cuadros hiperagudos, asociados a vacunas contra herpes 

virus bovino tipo-1 (BHV-1), contaminadas con BVDV (3,12), así mismo, se conoce la 

transmisión por el reúso de agujas, narigueros y guantes de palpación, así como por vectores 

mecánicos como moscas (11). 

 

2.5 Importancia del virus a nivel mundial y nacional 

El BVDV tiene una distribución mundial, ocasionando importantes pérdidas económicas. En 

un estudio de revisión realizado entre los años 1970 y 2000 en Europa, establecieron que el 

50% de los hatos poseían animales persistentemente infectados (PI) (13). Se pueden alcanzar 

niveles máximos de 0.5 a 2% de estos animales y de un 60 a un 85% del hato seropositivo en 

función de determinantes epidemiológicos particulares como la estructura y densidad de la 

población animal, el comercio de animales, sistemas de manejo y alojamiento, así como 

prácticas de pastoreo común (11). En 1999 Houe reportó que la detección de anticuerpos 

contra BVDV mostraba  una prevalencia de hatos infectados entre 70 y 100% (11). Al 

nacimiento de un animal PI, la infección secundaria a animales susceptibles comienza 

rápidamente y en condiciones de confinamiento cercano puede infectar más del 90% del hato 

entre los 3 y 6 meses de edad (11). El impacto del virus y las pérdidas económicas varían en 

función de la duración de la infección, la inmunidad del hato, el estado gestacional de las 

vacas al momento de la infección, la virulencia de la cepa, así como la prevalencia de la 

enfermedad y las condiciones de manejo. 
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En Dinamarca, Houe (1992), elaboró un modelo para estimar las pérdidas económicas en 

donde, tomando una incidencia anual de infecciones agudas del 34%, encontró pérdidas 

anuales totales de 20 millones de USD por millón de partos cuando utilizó un virus de baja 

virulencia, y de 57 millones de USD por millón de partos con un virus de alta virulencia. Con 

este mismo modelo, estimó que las máximas perdidas económicas se producían al utilizar 

incidencias de 65% para los virus de alta virulencia y de 45% (correspondiente a una 

prevalencia de 3.4% de animales nacidos PI), para los virus de baja virulencia (11). 

 

En un estudio que analizó las publicaciones de todo el mundo referentes a pérdidas 

económicas por diarrea viral bovina, de 30 años previos al 2015, se encontró que 36 de las 

44 evaluaciones fueron hechas en Europa y que el promedio de pérdidas directas por animal 

al año varió desde 2.4 a 687.80 dólares (ajustados a USD de 2015). El promedio de pérdidas 

directas por vaca lechera susceptible o “naive” fue 199.050 USD, en los bovinos de carne 

174.60 USD, y en hatos que no han tenido contacto con el virus las pérdidas económicas son 

3 veces mayores que en hatos con la infección (14). 

 

Por otra parte, en una revisión de la situación en Europa de los años 70’s a 2000’s, las 

pérdidas a nivel de nación en condiciones endémicas fueron estimadas en 8.5-34 euros por 

parto y 48 euros con cepas virulentas. En “brotes clásicos”, donde la mayoría de las 

infecciones transitorias son desapercibidas, los daños económicos se atribuyen a desordenes 

reproductivos y animales PI, éstas son estimadas entre 21 y 135 euros por vaca mientras que 

las pérdidas con infecciones concomitantes o con cepas virulentas son superiores a 340 euros 

por vaca de hato en brote. En el mismo estudio se calcularon erogaciones de 54 euros por 

cada bovino de carne (13). 
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A pesar de la cantidad de estudios realizados a la fecha, la situación general de esta 

enfermedad en el mundo aún no ha sido completamente determinada debido a que, en muchos 

países, hay carencia de datos cuantitativos o existe dificultad para evaluar las pérdidas 

económicas directas atribuibles a la infección viral. Dado que hay factores que influyen en 

los modelos descriptivos o predictivos como la mortalidad, morbilidad, eliminación de 

animales, cantidad de mortinatos, abortos, valores estimados de incidencia o de la 

probabilidad de que ocurran ciertas erogaciones y no otras en función de los diferentes 

resultados de la infección, la variación descrita en el impacto económico está relacionada con 

los factores que son considerados por los estudios y los diferentes efectos del virus, por lo 

que la comparación entre países es difícil y se sugiere sea interpretada con precaución (14). 

 

En el caso de México, esta enfermedad se encuentra presente en la mayor parte del territorio 

nacional. Las prevalencias van desde 55% para el estado de Sinaloa hasta 98% en el caso de 

Aguascalientes. A través de estudios serológicos, la prevalencia nacional se ha estimado en 

un 79%, sin embargo, no se considera la interferencia por anticuerpos vacunales para la 

determinación de dicho valor (15). 

 

2.5 BVDV y el sistema inmune 

El BVDV es un virus pantotrópico que destaca por su papel inmunosupresor, puesto que,  

infecta a granulocitos, monocitos, macrófagos, linfocitos B y linfocitos T CD4 y CD8 (16). 

El receptor de superficie CD46, comúnmente conocido por regular la activación del 

complemento y actuar como factor coestimulante que induce la diferenciación de los 
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linfocitos T CD4+ a linfocitos T reguladores es reconocido como el receptor del virus en el 

hospedero (17). Sin embargo, de acuerdo a la base de datos UNIPROT, esta molécula está 

presente en todas las células con excepción de los eritrocitos (18). Se suele aceptar de manera 

general que el biotipo citopático induce la producción interferón tipo I (IFN I), aunque existe 

evidencia de que el biotipo citopático de la cepa NADL es incapaz de tal efecto (19). Se ha 

observado que el biotipo no citopático inhibe la expresión de IFN I y la apoptosis inducida 

con Poly(IC), un ARN sintético de doble cadena (20), al parecer provocando la 

poliubiquitinización y degradación del factor regulador del interferón 3 (IRF-3, por sus siglas 

en inglés interferón regulatory factor)(19). Se presume que esta aparente capacidad para 

modular la expresión de un mecanismo de la inmunidad innata de aparición temprana en vida 

embrionaria, por parte del biotipo no citopático del BVDV, es en parte la responsable de la 

tolerancia hacia el virus (21).  

 

En el caso particular de las células presentadoras de antígeno, se han encontrado resultados 

diversos, Rajput y col. (2014), observaron que los monocitos son más susceptibles a la 

infección con el virus en comparación con células dendríticas generadas a partir de 

monocitos. En el mismo estudio se observó , un incremento en la expresión de MHC I, MHC 

II y CD86 en la superficie de las células dendríticas infectadas con el biotipo citopático, 

mientras que la expresión de estas proteínas disminuyó cuando utilizaron cepas del biotipo 

no citopático (22). Por otro lado, en un estudio semejante con monocitos y células dendríticas 

derivadas de monocitos infectadas con un biotipo citopático o uno no citopático, pero de la 

misma cepa (par citopático/no citopático), no encontraron diferencias en la expresión de las 

moléculas de superficie analizadas, que incluyeron al MHC I, MHC II, CD14, CD11a, 

CD11b y al receptor de manosa (23). En el caso de macrófagos, al infectarse con un aislado 
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del biotipo citopático, se observó disminución en la expresión de FcR y C3R, así como en su 

actividad microbicida y fagocítica (24). Los macrófagos y dendríticas son células 

consideradas orquestadoras de la respuesta inmune, puesto que pueden secretar citocinas que 

favorecen la inflamación como IL1β y moléculas microbicidas como el óxido nítrico.  

 

2.4 Óxido nítrico e IL-1β 

En 1989 se demostró al aminoácido L-arginina el precursor del óxido nítrico, un gas que 

cumple una función microbicida dentro del sistema inmune, para la síntesis de éste, una 

molécula de L-Arginina es trasladada al interior celular por medio de un transportador para 

aminoácidos catiónicos y sumada a una molécula de oxígeno, para producir N-hidroxi-L-

Arginina y posteriormente pasar a óxido nítrico y L-Citrulina (25). La reacción es catalizada 

por la sintasa del óxido nítrico que, además de requerir a la L-Arginina como sustrato, 

necesita  de calmodulina y 4 cofactores: mononucleótido de flavina (FMN), dinucleótido de 

flavin adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (BH4) y dinucleótido fosfato de nicotinamida 

adenina (NADPH)(26). Se reconocen 3 isoenzimas de la enzima óxido nítrico sintasa: 2 

constitutivas (cNOS) dependientes de calcio, y una inducible (del inglés inducible nitric 

oxide synthase NOS2 o iNOS) independiente de calcio. Las isoformas con expresión 

constitutiva son la endotelial (eNOS o NOS3) y la neuronal (nNOS o NOS1)(26). Entre 

diversos tipos celulares, la iNOS se encuentra en macrófagos, ésta isoforma es generada de 

Novo en respuesta a estímulos como el lipopolisacárido de la pared bacteriana (LPS), el 

interferón gama (IFNγ) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), y cataliza la producción 

de grandes cantidades de óxido nítrico (27,28). 
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A temperatura ambiente y presión atmosférica, el óxido nítrico es un gas tóxico, sin embargo, 

en condiciones fisiológicas desempeña importantes funciones dentro del organismo como 

síntesis del músculo liso vascular, vasodilatación y neurotransmisión (29). En el sistema 

inmune interviene en la diferenciación, proliferación y apoptosis de células inmunes, 

producción de citocinas, expresión de moléculas coestimuladoras y de adhesión, inhibe la 

adhesión de plaquetas y leucocitos al endotelio, impide el “Rolling”, adhesión firme y 

diapédesis de monocitos y granulocitos, disminuye la expresión de moléculas de adhesión e 

integrinas en neutrófilos y puede modular la expresión de quimiocinas, participa en procesos 

inflamatorios crónicos y autoinmunes (25); su efecto en procesos tumorales varía de acuerdo 

a la estirpe tumoral y el microambiente (30), sin embargo, el papel más conocido de óxido 

nítrico es en la inmunidad innata, como parte del estallido respiratorio a través del cual, las 

células fagocíticas desempeñan un efecto antimicrobiano importante por la producción de 

especies reactivas de nitrógeno o RNI (del inglés reactive nitrogen intermediates), y especies 

reactivas de oxigeno o ROI (del inglés reactive oxygen intermediates) (27). Debido a su 

naturaleza gaseosa, el óxido nítrico no puede ser almacenado en vesículas ni ser exocitado, 

en consecuencia, puede difundir desde cualquier punto donde se encuentre la enzima y actuar 

sin la necesidad de receptores de superficie. Al tener un electrón desapareado, puede 

reaccionar con otros radicales libres (RNI y ROI como: peroxinitritos, oxígeno, anión 

superóxido), unirse a metales de transición, bases pirimídicas en el DNA o covalentemente 

al grupo prostético heme, inactivar enzimas, añadir grupos nitroxilo a una proteína y ser 

transportado por grupos thiol así como unirse a factores de transcripción y componentes de 

cascadas de señalización(25). 
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Como resultado del proceso inflamatorio y de la interacción de un agente infeccioso con 

neutrófilos, macrófagos y células dendríticas, éstas células, pueden secretar interleucinas 

pertenecientes a la familia de la interleucina 1, entre estas se encuentran la IL-1β e IL-18 

(31). Se cree que las citocinas de esta familia, evolucionaron como un mecanismo para 

amplificar o transmitir un mensaje de daño hacia células que no pueden reconocer estas 

señales de manera directa. Neutrófilos, monocitos y macrófagos son fuentes importantes de 

este tipo de citocinas (32). La producción de IL-1β requiere del ensamblaje y activación de 

un complejo multiprotéico denominado inflamasoma (31). Al igual que el óxido nítrico, es 

un elemento ampliamente reconocido de la respuesta inmune innata y alteraciones en su 

producción han sido relacionadas con la forma en que se desarrollan diversas enfermedades 

(33,34). 

 

2.5 Justificación 

La infección con el BVDV, se ha asociado con inmunosupresión predisposición a infecciones 

secundarias, leucopenia, linfopenia y trombocitopenia. Debido al impacto que tienen los 

diferentes cuadros agudos, así como su contribución al desarrollo de animales 

persistentemente infectados, es importante el estudio de la estrecha relación entre los 

mecanismos de la respuesta inmune innata y los mecanismos evasores o moduladores de la 

respuesta inmune por parte del virus. 

 

En la patogenia de la Diarrea Viral Bovina, un elemento clave es la capacidad del virus de 

replicarse en tejido linfoide y células presentadoras de antígeno; cuando éstas células son 

infectadas, pueden verse mermadas en número y alteradas en sus funciones, por lo que es 
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necesario conocer si el virus induce moléculas clave de la respuesta inmune innata, como son 

el óxido nítrico y la interleucina 1 beta, debido al papel que por su efecto inflamatorio o 

antimicrobiano pueden desempeñar en la patogenia de la enfermedad y la diseminación del 

virus. 

 

2.6 Objetivo 

Identificar la capacidad del biotipo citopático de la cepa NADL del virus de la diarrea viral 

bovina para inducir óxido nítrico e IL-1β, en un cultivo de macrófagos bovinos, para 

asociarlo con la activación del inflamasoma. 

 

2.7 Hipótesis 

La infección por el biotipo citopático de la cepa NADL del virus de la diarrea viral bovina, 

inducirá la producción de óxido nítrico e interleucina-1β en macrófagos bovinos. 

 

 

3. Material y métodos 

 

3.1 Animales 

Se emplearon muestras sanguíneas de bovinos clínicamente sanos, alojados en las 

instalaciones del Centro de Enseñanza Práctica e Investigación en Producción y Salud 

Animal (CEPIPSA), perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. 
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3.2 Aislamiento de monocitos 

La obtención de monocitos bovinos, se llevó a cabo con base en una  modificación de los 

protocolos de Campbell y Adams en 1992 (35), y Adler (36). Se obtuvieron muestras de 

sangre por punción yugular, de manera aséptica, se utilizó Ácido Cítrico Dextrosa o “ACD” 

(Citrato trisódico 75mM, ácido cítrico 38mM y dextrosa 142mM; pH5) como anticoagulante, 

a una proporción de 10mL de ACD por cada 50mL de sangre; estas muestras fueron 

procesadas antes de las 4 horas posteriores a su colección. La sangre se centrifugó dentro de 

tubos de polipropileno de 50 ml, a 1000 xg durante 30 min para obtener las capas 

leucoplaquetaria, que se depositaron un tubo nuevo y resuspendidas con plasma autólogo, 

hasta alcanzar un volumen de 30 mL. La suspensión fue transferida a un tubo con 15mL de 

una solución comercial, conformada por polisucrosa y diatrizoato de sodio a una densidad de 

1.077g/ml (Histopaque-1077, Sigma Aldrich #ref 10771), a una relación 2:1, posteriormente 

se centrifugó a 1000 xg durante 30 min. Se colectó la interfase de células mononucleares 

libre de eritrocitos y se realizaron lavados de 15 minutos con PBS Citrato (Cloruro de 

sodio150mM, fosfato de sodio monobásico 1.25mM, fosfato de sodio dibásico 9.15mM, 

ácido cítrico trisódico 17.7mM; pH 7.4), a 500 G. Los leucocitos fueron resuspendidos en 

medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (con L-glutamina y 25mM HEPES, Sigma 

Aldrich R4130), sembrados en una placa de 6 pozos de ultrabaja adherencia (Corning No. 

Cat. 3471) e incubados a 37°C con 5% de CO2 en atmosfera húmeda, durante 2 horas, al 

término de este tiempo, el sobrenadante se transfirió a  otro pozo y se reemplazó por medio 

(RPMI 1640) suplementado con 12% de suero autólogo, para su incubación definitiva en las 

mismas condiciones de temperatura, humedad y CO2. Los monocitos obtenidos de esta 

manera, fueron mantenidos en dichas condiciones con cambios totales de medio de cultivo 
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celular, a intervalos de 3 días y observados diariamente hasta su diferenciación a macrófagos, 

lo cual ocurrió después de un periodo de 13 días. Para todos los experimentos, se utilizaron 

medios y reactivos estériles y libres de lipopolisacárido (LPS). El medio RPMI utilizado, fue 

suplementado hasta obtener una concentración 1mM de L-glutamina, 0.5mM de piruvato de 

sodio y con 5ml de aminoácidos no esenciales 100X por litro. 

 

3.3 Cosecha de Macrófagos 

Después de 13 días de cultivo, se reservó el sobrenadante en un tubo de polipropileno de 

50ml y las células adheridas se despegaron con EDTA 2mM en PBS 1X (EDTA 2mM, cloruro 

de sodio 150mM, fosfato de sodio monobásico 1.25mM, fosfato de sodio dibásico 9.15mM). 

Posteriormente, la placa se incubó 15 minutos sobre una superficie de hielo, mientras el 

sobrenadante fue centrifugado a 500 G y 4°C durante 5 minutos. Terminada la incubación en 

frío y por medio de una pipeta de transferencia, las células fueron despegadas gentilmente y 

depositadas con las células recuperadas del sobrenadante, el desprendimiento celular en la 

placa se confirmó observándola en un microscopio invertido. Se tomó una muestra de la 

suspensión para realizar el conteo celular por medio de una cámara de Neubauer 

(hemocitómetro) y se centrífugo el tubo a 500 G durante 10 minutos, se retiró el sobrenadante 

y se agregó la cantidad necesaria de RPMI con 12% de suero autólogo, para ajustar la 

suspensión a una densidad de 1000 células por µL. Los macrófagos fueron sembrados en una 

placa de cultivo de 24 pozos, a una densidad de 3x105 macrófagos por pozo y se agregaron 

500µl más de medio, para evitar estrés celular por evaporación del mismo. Los macrófagos 

cosechados fueron incubados a 37°C con 5% de CO2 en una atmosfera húmeda, durante 48 

horas antes de realizar los ensayos de infección. 
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3.4 Fenotipificación 

Para confirmar la diferenciación a macrófagos, se analizó la expresión del marcador de 

superficie CD14, el cual está presente en macrófagos. Para lo cual, se utilizó un conjugado 

murino elaborado con anticuerpos contra CD14 marcados con isotiocianato de fluoresceína 

“FITC” (CD14-FITC antibodies human, MACS Miltenyi Biotec No. Ref. 130-080-701), su 

uso se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se realizó una 

suspensión con las células en 100µL de buffer (EDTA 2mM EDTA en PBS 1X), a la cual se 

agregaron 10µL del anticuerpo, obteniéndose una dilución 1:11, que se incubó 10 minutos en 

oscuridad, a 4ºC. Se realizaron lavados de 5 minutos a 500 G con el buffer y las células se 

resuspendieron en el mismo, antes de su procesamiento en un citómetro FACS ARIA. 

 

3.5 Propagación y titulación viral 

Para propagar el virus, se utilizó la línea celular MDBK, correspondiente a células renales 

bovinas (ATCC® CCL-22) y la cepa NADL (ATCC® VR-1422), perteneciente al biotipo 

citopático del BVDV. Debido a la problemática asociada a la contaminación de líneas 

celulares con el BVDV y previo a su uso, las células fueron analizadas a través de la técnica 

de RT-PCR utilizando primers en proceso de patente, utilizados para el diagnóstico molecular 

de la enfermedad, facilitados amablemente por la QFB Rosa Elena Sarmiento Silva. Durante 

su expansión y hasta el momento de realizar la propagación viral, las células MDBK fueron 

cultivadas en atmosfera húmeda, a 37°C con 5% CO2, y medio DMEM con 10% de suero 

fetal bovino (SFB) libre del virus. Posteriormente, el porcentaje de SFB en el medio se 

reemplazó por un 2% y se agregó la cepa NADL del virus en agitación durante 2 horas a 

temperatura ambiente, después se agregó más medio de mantenimiento sin eliminar el 



[17] 
 

 

sobrenadante. Las células infectadas fueron observadas diariamente durante 4 días, para 

detectar la presencia de efecto citopático. Posteriormente, las células fueron sometidas a un 

proceso de sonicación, generándose 2 lotes del virus. Para la titulación viral se prepararon 

placas de cultivo celular de 96 pozos, con células MDBK a una confluencia aproximada de 

95%, y se expusieron a diluciones seriadas de los 2 lotes de virus. El titulo viral se determinó 

por el método de Reed and Müench. 

 

3.6 Infección de Macrófagos 

A las 48 horas de haber realizado la cosecha y siembra de los macrófagos derivados de 

monocitos bovinos (MDMB), se llevaron a cabo los ensayos de infección a diferentes 

multiplicidades de infección (MOI) (0.001, 0.1 y 10). Las MOI empleadas se seleccionaron 

con base en los resultados (sin efecto, vacuolización y destrucción celular discreta o 

destrucción celular evidente, respectivamente) observados previamente. Se eliminó el 

sobrenadante, se realizaron 3 lavados con 500µL de PBS 1X y se agregaron 200µL de RPMI 

reemplazando el suero autólogo por 10% de SFB (Gibco #ref: 16000-044). Se utilizaron 

macrófagos cultivados solamente con RPMI 10% SFB a manera de controles negativos, 

mientras que a los controles positivos se les agregaron 200ng de extracto puro de LPS de E. 

coli O26:B26, cepa lisa (Sigma, #ref: L8274). La incubación de los MDMB, se realizó en 

cámara húmeda para evitar la evaporación y concentración de los analitos a evaluar. Después 

de las 24 horas post-infección (p.i), se recolectaron los sobrenadantes y se lisaron las células 

usando un buffer con inhibidores de proteasas para obtener el extracto celular. Los 

sobrenadantes y lisados celulares fueron almacenados a una temperatura de -20°C hasta su 

análisis. 
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3.7 Producción de óxido nítrico 

A diferencia de otros neurotransmisores y moléculas del sistema inmune el óxido nítrico no 

se almacena, por su naturaleza gaseosa éste difunde y reacciona rápidamente con otros 

elementos, por lo que su vida media es de segundos. Debido a esto su cuantificación directa 

es difícil, prefiriéndose el uso de métodos indirectos (29). La activación de los macrófagos y 

producción de óxido nítrico, se evaluó a partir de la acumulación de nitritos en el 

sobrenadante de los cultivos, utilizando para ello la reacción de Griess (28,37,38), por medio 

de un kit comercial (Griess Reagent System, PROMEGA, #ref G2930). Este ensayo se 

fundamenta en la reacción de disociación de sulfonamida y diclorhidrato de naftiléndiamina 

o NED (N-1-napthylehtylendiamine diydrochloride) bajo condiciones ácidas proporcionadas 

por el ácido fosfórico, descrita por primera vez por Griess en 1879. Con base en las 

especificaciones del fabricante, se realizaron diluciones seriadas para generar una curva de 

nitrito de sodio que se usó como referencia para interpolar los valores de absorbancia de las 

muestras y determinar los nitritos presentes. La coloración de la reacción se midió con un 

espectrofotómetro Multiskan Go Thermo Scientific®, a absorbancia de 550 nm. 

 

3.8 Interleucina 1 beta secretada 

La secreción de interleucina 1 beta se evaluó del sobrenadante del cultivo de macrófagos, 

utilizando la técnica de inmunoensayo enzimático ligado a enzimas (ELISA) tipo sándwich 

(Bovine IL-1beta ELISA kit, ThermoFisher #ref ESS0027). Siguiendo las indicaciones del 

fabricante, se estableció una curva estándar de interleucina-1 beta de la siguiente forma: se 

midió la densidad óptica a 550 nm y los valores fueron restados de las mediciones resultantes 

a una longitud de onda de 450 nm, finalmente fueron sustraídos los valores correspondientes 
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a una concentración de 0 pg de IL-1 (blancos). A partir de la curva estándar se determinó la 

concentración de interleucina 1 beta en las muestras. La medición de absorbancia a las 

longitudes de onda mencionadas fue realizada con un lector Multiskan Go Thermo 

Scientific®. 

 

4. Resultados 

4.1 Propagación viral 

Antes de comenzar los estudios, se verificó que las muestras de sangre a partir de las cuales 

se extrajeron los monocitos, las células MDBK utilizadas para propagar la cepa NADL del 

virus y el SFB que se emplearon en los ensayos estuvieran libres del VDVB, por lo que se 

extrajo RNA de cada componente y fue sometido a una RT-PCR para verificar la ausencia de 

virus contaminante. En todos los casos, el resultado fue negativo, con respecto a los controles 

negativo y positivo utilizados (vacuna comercial Bovimune Protector, LAPISA SA de CV) 

(Figura 3).  

Una vez confirmada la ausencia de una posible contaminación, se infectaron a las células 

MDBK con la cepa NADL conservándose células sin infectar a manera de control negativo 

de infección. El efecto citopático apareció a partir de las 48 horas post infección, se observó 

la degeneración espumosa de las células ocasionada por la presencia de vacuolas, mismas 

que fueron en aumento a las 72 y 96 horas de manera concomitante a un incremento 

progresivo en espacios libres de células en la monocapa (Figura 4). Una vez propagada la 

cepa NADL, se procedió a cuantificar el virus generado.  
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Figura 3. RT-PCR de BVDV realizada al modelo experimental. 

Resultados de la retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa de la región UTR 

5’ del virus de la diarrea viral bovina. MW, marcador de peso molecular. C(-), control 

negativo (PBS). C(+) control positivo (vacuna comercial Bovimune Protector5, LAPISA 

S.A. de C.V.). SFB, suero fetal bovino irradiado. MDBK, línea celular Madin Darby Bovine 

Kidney. SN y los números 98, 257, 258, 260, 336 y 339 corresponden a las identificaciones 

de los bovinos a partir de los cuales se obtuvieron las muestras de sangre para realizar el 

aislamiento de monocitos. 
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Figura 4. Propagación de la cepa NADL del virus de la Diarrea Viral Bovina en células 

MDBK. Se muestras imágenes representativas de las células a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas 

post-infección (h.p.i), comparadas con el control negativo (células sin infectar). Se puede 

apreciar la aparición de vacuolas (flechas) a las 48 h.p.i. y de espacios libres de células 

(destrucción) a las 72 h.p.i. En ambos casos, los cambios incrementaron progresivamente 

hasta realizar el lisado de las células y la colecta del virus (96 h.p.i.).  

0 h 24h 

48 h negativo 48h 

72 h negativo 72h 

96 h negativo 96h 
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4.2 Titulación viral 

Se realizó la titulación de los 2 lotes generados de la cepa NADL. Para esto, se prepararon 

microplacas con células MDBK a una confluencia aproximada del 95% y se incubaron con 

diluciones triples del virus. Las células se observaron diariamente para detectar la presencia 

de efecto citopático y se determinaron los títulos virales por el método de Reed & Müench. 

El título obtenido al día 7 fue de 310.58 o 105.048 DICC50% MDBK/mL para el lote 1 (Anexo I). 

Para el segundo lote del virus fue necesario realizar diluciones quíntuples seriadas que 

permitieron establecer un título viral de 59.887 o 106.90 al día 7 (Anexo II). En la figura 5 se 

pueden apreciar imágenes representativas de la titulación del virus. Los lotes titulados del 

virus, fueron almacenados a -196°C hasta su uso en los ensayos de infección de macrófagos, 

posteriores a la fenotipificación.  
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Figura 5 Titulación viral. Se muestra una imagen del proceso de titulación por el método de 

Reed & Muench, así como imágenes de: A) el virus concentrado usado a modo de control 

positivo, B) ejemplo de una dilución 54 con un resultado positivo, C) ejemplo de una dilución 

57 con un resultado positivo, D) ejemplo de una dilución 57 con un resultado negativo y E) 

medio de cultivo DMEM con 10% SFB empleado como control negativo.  

 

 

 

C (+) 

C (-) 57 (-) 

54 (+) 
57 (+) 

A) 

B) C) 

D) E) 
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4.3 Fenotipificación 

Los monocitos aislados de sangre periférica e incubados durante 13 días con RPMI con suero 

autólogo fueron fenotipificados, mediante la presencia del receptor CD14 mediante 

citometría. Los resultados, analizados con el software FlowJow, mostraron la emisión de 

fluorescencia verde (FITC) por la población celular, posterior a la incubación con el 

anticuerpo. Una vez que se observó que las células obtenidas de manera posterior a los 

procedimientos de aislamiento y cosecha expresaban CD14 (Figura 4), se destinaron células 

resultantes de los mismos para conducir los ensayos de infección y evaluar la producción de 

óxido nítrico e interleucina 1β. 

 

Figura 6 Expresión de CD14 en el cultivo primario de células mononucleares. Se muestran 

gráficas de tipo “dot plot” de granularidad contra emisión de isotiocianato de fluoresceína 

(FITC). Izquierda, fluorescencia emitida por células no marcadas (auto-fluorescencia). 

Derecha, fluorescencia emitida por células unidas al conjugado CD14-FITC.  
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4.4 Producción de óxido nítrico 

Una vez que las células fueron infectadas, se midieron los nitritos del sobrenadante a las 24 

horas post-infección de 4 ensayos independientes con la reacción de Griess, los valores 

resultantes de densidad óptica de los MDMB cultivados con la cepa NADL del BVDV no 

mostraron diferencias respecto a los controles negativos con ninguna de las multiplicidades 

de infección empleadas (Figura 5). 
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Figura 7. Producción de óxido nítrico en macrófagos infectados con diferentes MOI de 

BVDV. En la gráfica se muestran los resultados de la medición de nitritos (reacción de Griess) 

del sobrenadante de macrófagos (3x105) infectados con diferentes multiplicidades de 

infección (0.001, 0.1 y 10) de la cepa NADL, control positivo (200ng extracto puro de E. coli 

O:26 B:26) y control negativo (RPMI con 10% SFB). La absorbancia de la reacción se evaluó 

a una longitud de onda de 550nm.  
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4.5 Secreción de interleucina 1 beta 

Una vez cuantificado el inóculo se infectaron a los macrófagos maduros con tres 

multiplicidades de infección.  Los resultados de la ELISA tipo sándwich para IL-1β a las 24 

h.p.i de 4 ensayos independientes se muestran en la figura 8. Con las MOI’s de 0.001 y 0.1 

no se encontraron diferencias en la producción de la citocina, sin embargo, usando una MOI 

de 10, se observó un incremento entre 402 y 1140 pg/ml. 
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Figura 8. Secreción de IL-1β en macrófagos infectados con diferentes MOI de BVDV. 

Concentración de IL-1β en el sobrenadante de macrófagos infectados con diferentes 

multiplicidades de infección (0.001, 0.1 y 10) de la cepa NADL, en el sobrenadante del 

control positivo (200ng de extracto puro de E. Coli O:26 B:26) y del control negativo (RPMI 

con 10% SFB). 
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5. Discusión 

En el presente trabajo se evidenció la secreción de IL-1ß por los macrófagos bovinos a una 

MOI alta a las 24 horas p. i., en datos no mostrados, se evidenció que ésta secreción de IL-

1ß no se observa antes de las 12 horas, por lo que pensamos que el virus induce la salida de 

la citocina una vez que se replica. Respecto a los antecedentes del presente trabajo, en 

relación a la producción de IL-1ß con el uso de las cepas NADL, NY y variantes aisladas de 

animales persistentemente infectados, Jensen observó que el sobrenadante de macrófagos 

infectados suprimía la actividad proliferativa de IL-1β; sin embargo, no encontró diferencias 

en la síntesis de ARNm para IL-1 (39). Por el contrario, utilizando el biotipo no citopático 

del virus, Palomares (2014), encontró la sobreexpresión de ARNm de citocinas 

antiinflamatorias y proinflamatorias incluyendo IL-1β, en los linfonodos traqueobronquiales 

de bovinos infectados con la cepa 1373 del genotipo 2 de BVDV, en contraste con los 

resultados que obtuvo con la cepa SD-1 del subgenotipo 1a, cabe mencionar  de manera 

interesante que notaron una mayor expresión de IL-12 en ambos genotipos, lo que les sugirió 

activación de macrófagos y células dendríticas (40), observación contrapuesta a los 

resultados obtenidos en la evaluación de óxido nítrico que el presente estudio sugiere. En un 

estudio que se realizó con otro género (flavivirus) de la misma familia, ninguno de los virus 

involucrados aumentó o disminuyó la producción de IL-1β, aunque 2 de ellos disminuyeron 

la producción de IL-β en respuesta a LPS(37). En contraste, las mediciones de IL-1β que 

encontramos, mostraron un incremento entre 402 y 1140 pg/ml, con una dosis alta del virus. 

Esta respuesta en la producción de moléculas de la inmunidad innata por parte de células con 

función fagocítica y presentadora de antígenos, podría jugar un papel en el éxito del 

mantenimiento de la infección del virus durante la patogenia de la enfermedad, sin embargo, 
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la respuesta inmune inducida por otros miembros dentro de la familia Flaviviridae es muy 

diversa, inclusive entre genotipos y biotipos del BVDV, lo que demuestra que los resultados 

obtenidos en este trabajo no son concluyentes, y sugiere la importancia de realizar estudios 

relacionados (41). La respuesta de producción de IL-1β observada con una MOI elevada, 

podría estar relacionada en primera instancia con una capacidad del virus de regular la 

plataforma responsable de la producción de IL-1β, sin embargo, no sería prudente descartar 

una respuesta diferente con el resto de cepas virales, incluyendo la capacidad de pre-estimular 

la producción de óxido nítrico observada con el biotipo no citopático del virus (42). 

En la reacción de Griess, no se encontró que alguna de las multiplicidades empleadas haya 

tenido un efecto en la producción de óxido nítrico. En el estudio previamente mencionado 

con 4 virus del género flavivirus, Barros (2009) observó que 2 de ellos aumentaron la 

producción de óxido nítrico en respuesta a LPS, mientras uno la disminuyó. Además, después 

de inhibir la iNOS e inocular los virus a ratones, generaron dosis en cultivo celular similares 

a sus controles demostrando que el óxido nítrico no tuvo efecto en la replicación viral (37); 

de manera semejante, otro flavivirus (virus de la encefalitis transmitida por garrapatas), no 

indujo la producción de NO (38). Nosotros pensamos que el virus podría tener la capacidad 

de modular la respuesta de liberación de óxido nítrico al igual que otros miembros de su 

familia, sin embargo, necesitamos realizar más experimentos para probar el efecto supresor. 

En un estudio realizado en 1884 por Adler y col., reportaron que la infección de macrófagos 

con el biotipo citopático de BVDV en presencia de Salmonella spp, induce un incremento en 

la producción de óxido nítrico, sin embargo, estos estudios no determinaron la inducción del 

óxido nítrico solo por la infección viral (43).  
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Las células mononucleares adherentes aisladas, manifestaron durante su mantenimiento en 

cultivo características morfológicas de macrófagos como las descritas previamente en 

condiciones similares (28,35). El análisis por citometría de flujo de estas células reveló un 

fenotipo positivo para el receptor CD14, marcador presente en macrófagos y ausente en 

células dendríticas derivadas de monocitos, sugiriendo una diferenciación a macrófagos. 

Después de descartar la contaminación de la línea celular MDBK con el virus, está línea se 

usó para la propagación de la cepa NADL del BVDV, durante la cual se observó el efecto 

citopático característico, la presencia de vacuolas a partir de las 48 horas post-infección y de 

espacios en la monocapa libres de células a partir de las 72 h post-infección, que corresponde 

a destrucción celular, manifestada por el desprendimiento de las mismas. La ausencia de estos 

cambios en el control negativo permitió asociarlos a la replicación del virus y acorde con 

esta, observar un aumento progresivo de dichos cambios hasta las 96 horas, los títulos virales 

determinados en los diferentes lotes fueron de 105.048 y 106.90 DICC50%//mL. Los resultados 

de la titulación permitieron realizar los ensayos de infección (4 repeticiones independientes) 

a 3 diferentes MOI (0.001, 0.1 y 10) y posteriormente realizar las evaluaciones de óxido 

nítrico e IL-1β.  

En experimentos realizados en condiciones semejantes a las del presente estudio se ha 

demostrado que la infección de las células con el BVDV a través de inmunofluorescencia o 

citometría de flujo usando a la proteína NS3 del virus como blanco (44,45), sería conveniente 

demostrar la infección en nuestro modelo experimental de una manera similar. 
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6. CONCLUSIONES 

La cepa NADL perteneciente al biotipo citopático del virus de Diarrea Viral Bovina no induce 

la producción de óxido nítrico con multiplicidades de infección, tanto bajas (0.001y 0.1) 

como altas (10).  

La cepa NADL perteneciente al biotipo citopático del virus de Diarrea Viral Bovina induce 

la secreción de IL-1β a las 24h con una MOI de 10:1.  
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Anexo I. Procedimiento para la determinación del título viral del lote 1 a través del 

método de Reed & Muench 

Resultados 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + - - 

B + + + + + + + + + + - - 

C + + + + + + + + + + - - 

D + + + + + + + + - - - - 

E + + + + + + + + + - - - 

F + + + + + + + + + + - - 

G + + + + + + + + + + - - 

H + + + + + + + + + + + - 

 

Reed & Muench 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Dilución 
Virus 

Concentrado 3-1 3-2 3-3 3-4 3-5 3-6 3-7 3-8 3-9 3-10 

Control 

negativo 

+/n 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 7/8 6/8 1/8  

+ 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 1  

- 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3  

Ʃ+ <-- 74 66 58 50 42 38 30 22 14 7 1  

Ʃ- --> 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 10  

Total 

Acumulado 74 66 58 50 42 38 30 22 15 10 11 
 

Ʃ+/Total A. 74/74 66/66 58/58 50/50 42/42 36/38 30/30 22/22 14/15 7/10 1/11  

% 100 100 100 100 100 100 100 100 93.3 70 10  
 

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑃𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 (𝐷𝑃) =
70 − 50

70 − 10
=

20

60
=

1

3
= 0.333 

 

𝑃𝑢𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 50% (𝑃𝐹50%) = −9
𝑏𝑎𝑠𝑒 3

+ (−0.437)
𝐿𝑜𝑔 𝑑𝑒 3

(0.333) 

= −9 − 0.159 = −9.159 
 

39.159𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/210µ𝑙 
 

39.159 − 210µ𝑙
111,618 − 1000µ𝑙

 

 

log3(111,618) = 10.58 

log10(111,618) = 5.048 

𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑜 =  310.58𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/𝑚𝑙 
𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑜 =  105.048𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/𝑚𝑙 
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Anexo II. Procedimiento para la determinación del título viral del lote 2 a través del 

método de Reed & Muench. 

 

Resultados 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + - - - - 

B + + + + + + + + + - - - 

C + + + + + + + + + - + - 

D + + + + + + + + + + + - 

 

Reed & Muench (Base 5) 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Dilución 
Virus 

Concentrado 5-1 5-2 5-3 5-4 5-5 5-6 5-7 5-8 5-9 5-10 

Control 

Negativo 

+/n 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 3/4 1/4 2/4  

+ 4 4 4 4 4 4 4 4 3 1 2  

- 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 2  

Ʃ+ <-- 38 34 30 26 22 18 14 10 6 3 2  

Ʃ- --> 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 6  

Total 

Acumulado 38 34 30 26 22 18 14 10 7 7 8 
 

Ʃ+/Total A. 38/38 34/34 30/30 26/26 22/22 18/18 14/14 10/10 6/7 3/7 2/8  

% 100 100 100 100 100 100 100 100 85.71 42.86 25  
 

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑃𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 (𝐷𝑃) =
85.71 − 50

85.71 − 42.86
=

35.71

42.80
= 0.833 

 

𝑃𝑢𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 50% (𝑃𝐹50%) = −8
𝑏𝑎𝑠𝑒 5

+ (−0.69)
𝐿𝑜𝑔 𝑑𝑒 5

(0.833) 

= −8 − 0.57 = −8.57 
 

58.57𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/210µ𝑙 
 

58.57 − 210µ𝑙

8′146,886 − 1000µ𝑙
 

 

log5(8′146,886) = 9.887 

log10(8′146,886) = 6.9 

 

𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑜 =  59.887𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/𝑚𝑙 
𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑜 =  106.9𝐷𝐼𝐶𝐶 50%𝑀𝐷𝐵𝐾/𝑚𝑙 
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