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GENERALIDADES 

El mecanismo de protección no específico más primitivo es 

probablemente el de la fagocitosis. Algunos organismos como las amibas y 

otros protozoarios dependen enteramente de este mecanismo para sobrevivir. 

Otras especies poco evolucionadas comr< los equinodermos. los celenterados, y 

otros, poseen células móviles, estructural y funcionalmente poco definidas 

(celomocitos), con actividad fagocífica49.47. Mientras más se avanza en la escala 

filogenética, la estructura. la función y la variedad de las células fagocíticas se 

van haciendo más complejas. los animales más evolucionados han 

desarrollado al menos dos tipos generales de células fagocíticas, los leucocitos 

polimorfonucleares (PMN) y los mononucleares (MN}. Dentro de ambas 

poblaciones se reconocen subpoblaciones, no todas con igual actividad 

fagocítica. los llamados fagocitos profesionales incluyen a Jos neutrófilos y a los 

macrófagos49. Mientras los primeros pasan de la médula ósea a la circulación 

en un estado maduro y terminal, los macrófagos lo hacen en un estado todavía 

inmaduro, como monocitos. Los monocitos terminan su proceso de maduración 

en los tejidos, en donde se establecen recibiendo diferentes nombres según el 

tejido de residencia: células de Küpffer en el hígado, macrófagos alveolares en 

el pulmón, células de fa microglía en el sistema nervioso, macrófagos 

perifoneares en fa cavidad abdominal. etc. 

la función de estas células es la de englobar partículas ·incluyendo a los 

agentes infecciosos para posteriormente destruírlos3.16,49,50,64. 

El evento que inicia la actividad fagocítica es la quimiotáxis, proceso en el que 

las células fagocíticas son atraídas al sitio de la infección; las sustancias 

quimiotácticas pueden ser factores derivados del suero, como la anafifatoxina esa. 

que es liberada como consecuencia de la activación del complemento (C) por 
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antígenos (Ag) bacterianos o por complejos antígeno-anticuerpo (Ag-Abp.49.&J,53,64. Es 

entonces que la célula fagocítica forma un seudopodo para interna!izar a la partícula 

extraña64 formándose las vesículas fagocíticas o fagosomas, que se dirigen hacía la 

zona perínuclear, guiados por los microtubulos, y es en este momento cuando se 

activan Jos mecanismos microbicidas de la célula49,50,64. 
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MECANISMOS BACTERICIDAS 

Tanto los leucocitos MN (macrófagos) como los PMN (neutrófilos) destruyen a 

los microorganismos gracias a una combinación de enzimas y otras proteínas antí­

bacterianas lisosomales y granulares/q~e se asocian con los intermediarios reactivos 

del oxígeno (IRQ). 

la importancia de estos mecanismos bactericidas depende del tipo de 

microorganismo así como del estado de activación de la célula fagocítica33·53. 

Dentro del potencial de los mecanismos bactericidas se incluyen los siguientes: 

INTERMEDIARIOS REACTIVOS DEL OXIGENO 

Cuando se unen las partículas que serán fagocitadas a los receptores de la 

membrana plasmática se inicia lo que se conoce como el "estallido respiratorio" con 

un incremento en la actividad de la vía metabólica de la glucosa 6-fosfato con el fin de 

obtener un cofactor reducido, el nicotin adenin dinucleotido fosfato (NADPH), que será 

el donador de electrones al oxígeno disuelto en el medio intracelular a traves de la 

NADPH oxidasa y del flavocitocromo b245, que se encuentra en la membrana del 

fagolisosoma para entonces dar origen al 02- (la linea denota la presencia de un 

electrón no apareado) convirtíendolo en un radical libre: 

NADPH oxidasa 

202 + NADPH ---------------------) 202- + NADP+ + H+ 

6 



dos moléculas de 0 2- interaccionan espontaneamente por una reacción de 

dismutación para generar una molécula de H20 2 

el 0 2- y el H20 2 pueden reaccionar con muchos sustratos biológicos sinergizando su 

actividad bactericida. Además, a partir de estos dos metabolitos y en presencia de 

iones ferrosos, se produce un oxidante que es más potente, el radical hidroxilo OH-

33,53,55,63,70. 

OXIDANTES TOXICOS 

La mieloperoxidasa (MPO) liberada de tos granulas azurófilos del neutrófilo al 

fagosoma y el H20 2 pueden actuar sobre algunos aminoácidos para generar aldehídos 

que además de ser tóxicos dañan a la superficie bacteriana. A partir del H20 2 en 

presencia de la MPO y de los haluros Cl-, Br ó J-, se producen las reacciones que 

originan a los oxidantes tóxicos como el hipoclorito (OCJ-), el hipobromito (OBr), y el 

hipoyodito (QI-)33,53,63,70. 

Los macrófagos al no poseer MPO llevan a cabo esta reacción por medio de la 

catalasa contenida en los peroxisomas, aunque en este caso no es tan efectiva, ya 

que muchas bacterias secretan catalasa por si mismas, ésto posiblemente como 

mecanismo de defensa21.33,38. 
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ENZIMAS LISOSOMALES 

la importancia de estas enzimas y de las que son secretadas por los 

macrófagos en el mecanismo bactericida, es aún incierto; pero es posible que las 

hidrolasas y las catepsinas estén invo1ucradas en la digestión de la partícula, más que 

en el propio mecanismo bactericida33. 

la lisozima constituye aproximadamente el 2.5% de las proteínas del 

macrófago y puede actuar dentro del fagolisosoma o como proteína de secreción. la 

enzima hidroliza la pared celular bacteriana rompiendo los enlaces P..-1-4 glicosídicos 

que unen al ácido N-acetil-murámico con la N-acetil glucosamina de la peptidoglicana 

de las bacterias Gram-positivas53. 

la lisozima puede sinergizar la acción bactericida de los componentes líticos 

del C, de las lgs, de las proteínas catiónicas, y del H20 2 asociada al ascorbato 

generando radicales libres33.53. 

PROTEINAS CATIONICAS 

Estas proteínas se encuentran en los gránulos primarios o azurófilos de los 

neutrófilos y algunas veces en los macrófagos; son más eficientes a pH alcalino 

(antes de la acidificación del fagolisosoma)33. 

las proteínas catiónicas de bajo peso son más potentes contra bacterias Gram­

positivas, inhibiendo la respiración bacteriana, la síntesis de DNA, de RNA y por 

consiguiente de proteínas. las de alto peso molecular inhiben la replicación de 

muchas . especies de microorganismos Gram-negativos, incrementando la 

permeabilidad de la membrana a moleculas que normalmente se excluyen; además 

interrumpen la síntesis de macromoleculas35,75. 
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Dentro de las proteínas catiónicas se encuentran las defensinas, su efecto 

microbicida tiene un gran espectro que incluye a bacterias Gram-positivas, Gram­

negativas, hongos y cápsides de algunos virus. Interaccionan con moléculas de 

superficie con carga negativa de la célula blanco formando uniones electrostáticas 

{con las cabezas de los lípidos polares), se insertan formando canales reguladores de 

voltaje, permeabllizando la membrana celular28. 

ACIDIFICACION DEL FAGOSOMA 

Al fusionarse la vacuola fagocítica con el lisosoma se incrementa la 

concentración del ion hidrógeno debido a la producción del lactato durante la 

glicolísis, por lo que el pH baja a un valor entre 3.0 y 6.0, dependiendo de la 

especíe2.49.53•64• 

La acidificación del fogosoma facilita las reacciones microbicidas por lo menos 

de dos maneras: 

(a). Algunas bacterias son destruídas por ácidos orgánicos o por ácidos lipofílicos en 

medios ácidos. 

(b). La acidificación puede optimizar las funciones de otros sistemas enzimáticos 

microbicidas53• 

Los PMN y los MN funcionan de manera coordinada y son en general 

suficientes para destruir a la mayoría de los gérmenes que en un momento dado 

pudieran invadir al organ,:;mo. 

los PMN que son más abundantes en sangre, son la primera linea de defensa 

celular contra microorganismos "sencillos", saprófitos u oportunistas. Los 

microorganismos estructuralmente más complicados como las micobacterias 

patógenas para el hombre (Mycobacterium tuberculosis y Mycobacteríum leprae), 
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resisten al efecto bactericida de los PMN (debido fundamentalmente a la corta vida de 

estas células} y son entonces recogidos por los macrófagos51 •56• Los macrófagos 

residentes tienen una capacidad microbicida efectiva pero limitada, la cual, sin 
/ 

embargo, se incrementa cuando los· macrófagos se someten al efecto activador de la 

respuesta inmune celular (R;C.)46.52.58, esta activación ocurre cuando el Ag es 

reconocido especificamente por los linfócitos T, provocan~o la producción y liberación 

de varias linfocinas, principalmente de interferón gamma (IFN-y). que actuan 

directamente sobre los macrófagos potenciando así sus mecanismos microbicidas2·49. 

La deficiencia congénita o adquirida de la RIC impide la activación inmunológica de 

los macrófagos y en estas condiciones la capacidad microbicida de estas células 

resulta limitada26.se. Es así que muchos microorganismos "estructuralmente 

complicados" sobreviven y se multiplican dentro de los macrófagos, causando 

enfermedad. Tal es el caso de la tuberculosis y de la lepra lepromatosa. 
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MECANISMOS DE PROTECCION BACTERIANA 

En general los patógenos intracelulares facultativos pueden persistir en su 

célula huésped, ya que poseen mecanismos de protección como son: 

a. Inhibición del estallido respiratorio. 

b. Inhibición de la fusión fagolisosomal. 

c. Inhibición de la acidificación del fagolisosoma. 

d. Escape al citoplasma16,35. 

INHIBICION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO 

Existen microorganismos que pueden sobrevivir a la fagocitosis ya sea porque 

no son capaces de estimular el estallido respiratorio o porque resisten a los 

metabolitos reactivos del oxígeno, pudiendo depender de esto su implantación y 

supervivencia en su célula huésped, como es el caso del Toxoplasma gondii, que 

puede sobrevivir en las células fagocíticas mononucleares, dependiendo del estado 

de diferenciación y/o activación de las célulasn. 

También se ha visto que el Mycobacterium leprae no estímula la producción de 

los metabolitos del oxígeno, excepto cuando se utilizan altas concentraciones del 

bacilo, a diferencia del BCG que vivo o muerto estimula la producción de los 

metabolitos del oxígeno. Cuando se preincuban los bacilos de la lepra en cultivos de 

macrófagos no se inhibe su capacidad de responder con los cambios oxidativos 

correspondientes al estímulo con otros microorganismos y materiales22, esto quiere 

decir que la inhibición es específica para Mycobacterium leprae. 

Se sabe que el glicolípido fenolico 1 (GLP-1), específico de M. leprae, que está 

presente en grandes cantidades, formando el 2% de la masa bacilar captura de 

alguna manera a losjntermediarios reactivos del oxígeno (IRQ) in vitrQ27.41, siendo la 

fracción carbohidrato del GLP-1 la que atrapa a los IRO, así mismo ocurre con la 
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porción carbohidrato de la lipofosfoglicana de Leihsmania donovani, que impiden la 

muerte del bacilo y de la leihsmania dentro del fagosomas. 

Otros microorganismos, como el Mycobacterium tuberculosis, resisten el efecto 

del H20 2 producido por los macrófagbs, aunque esta resistencia no es suficiente para 

explicar la virulencia, puesto que la resiste~~ia al H20 2 de la cepa atenuada (H37Ra) 

es comparable al de la cepa virulenta (H37Rv)23. Por otro lado, la ingestión del 

Mycobacterium tuberculosis es concomitante con el desarrollo del estallido 

respiratorio por lo que la falla de los macrófagos para matar a esta micobacteria no 

puede atribuirse a la falta de fagocitosis o del estallido respiratorio34. 

Tanto el bacilo de la tuberculosis como el de la lepra son destruidos por el 

sistema de la MPO-H20 2; este mecanismo tal vez no funciona en los macrófagos 

debido a su bajo contenido de MPO en relación a los neutrófilos24, tampoco hay 

diferencia en la susceptibilidad de las cepas virulentas y no virulentas del bacilo de la 

tuberculosis23. 

INHIBICION DE LA FUSION FAGOLISOSOMAL 

los microorganismos tienen diferentes mecanismos de supervivencia debido a 

que sus circunstancias intracelulares son diferentes12. 

M. tuberculosis de la cepa H37Rv, T. goncJíi y algunas clamidias en cultivos de 

macrófagos se muestran en la mayoría de los casos intactos dentro de los fagosomas 

que no se fusionaron con los lisosomas secundarios12,20.00,74, en el caso de la cepa 

H37Rv de M. tuberculosis se ha visto que al adherirse a la membrana fagosmal, ésta 

se fragmenta y se desintegra, tal vez los responsables de bloquaer la fusión 

fagolisosomal sean . el factor cuerda y los sulfátidos (que están asociados a la . 
superficie de las micobacterias virulentas)20,40. Este efecto puede deberse al caracter 

polianiónico del sulfátido bacteriano que interacciona con las membranas de los 
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organelos, encontrandose una correlación significativa entre producción de Jípidos 

acídicos (como Jos sulfátidos} y el grado de virulencia de las bacterias20. 

En el caso del M.leprae se ha encontrado que los bacilos recién aislados 

inhiben a la fusión fagolisosomal20, pero en trabajos posteriores se ha visto que la 

inhibición sólo sucede en los eventos tempranos de la infección (1-4 horas), 

disminuyendo durante la etapa tardia (1-8 dias)17. 

INHIBICION DE LA ACIDIFICACION 

Cuando los fagosomas no se fusionan con los lisosomas el acceso de las 

enzimas hidrolíticas al microorganismo parece estar limitado, provocando que la 

vacuola fagocitica no alcance el pH ácido de 5.000• Recientemente se ha demostrado 

por microscopía electrónica que tanto el M. tuberculosis como el M. avium se 

encuentran contenidos en fagosomas que revelan la presencia de un marcador en la 

membrana de la vacuola fagocítica (LAMP-1) el cual sugiere que hay una interacción 

entre los componentes fagolisosomales, sin embargo, el contenido intravacuolar 

presenta un pH de 6.3 - 6.5, (que restringe la actividad de las hidrolasas) permitiendo 

la supervivencia intracelular de Jos bacilos; estas observaciones demostraron que el 

defecto no se encuentra en la interacción del endosoma con el lisosoma, sino en una 

protón ATP-asa que normalmente se fusiona al fagolisosoma promoviendo una bomba 

de protones para la acidificación de la vacuola fagocítica; que en el caso del M 

tuberculosis y M. avium la protón ATP-asa no se fusiona a la vacuola ya que carecen 

de una proteína accesoria de 11 O KD (asociada a la membrana) que es la 

responsable de la incorporación de la protón ATP-asa a la membrana del fagosoma65. 
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ESCAPE FAGOLISOSOMAL 

Una vez que los microorganismos logran inhibir la fusión fagolisosomal 

escapan al citoplasma, como respuesta a regulaciones genéticas que sufren al ser 

fagocitados por la célula huésped·/ y facilitando así su supervivencia en el medio 

intrace:·1lar, especificamente en el citoplasma, tal es el caso del M. tuberculosis que 

posiblemente exprese componentes de superficie que no están presentes cuando 

crece extracelularmente, y que están relacionados con su capacidad de escape35. 

En el curso de la infección experimental con M.feprae en el ratón se ha visto 

que hay bacilos dentro y fuera del fagosoma13•36• La gran mayoría de los bacilos 

intrafagosomales se encuentran dañados, mientras que fa mayoría de los bacilos 

extrafagosomales están intactos. Esto demuestra que el sitio natural de multiplicación 

del M. feprae es la matriz citoplásmica de la célula huéspéd36• 

Las enfermedades causadas por mícobacterias patógenas son, en general, de 

evolución crónica y muy difíciles de controlar por los mecanismos defensivos del 

huésped. Todas las micobacterias virulentas han desarrollado mecanismos de 

patogenicidad que aseguran su implantación y su supervivencia en los tejidos de los 

individuos susceptibles. 

Algunos de estos mecanismos tienen que ver con la composición estructural de 

las micobacterias, otros con la producción de sustancias que agreden a las células del 

huésped o que neutralizan los efectos de los mecanismos defensivos1B.35,36. 
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El modelo de la lepra murina es una opción para estudiar los mecanismos de 

inmunopatogenicidad en una enfermedad micobacteriana, causada por el 

Mycobacterium lepraemurium (MLM), siendo interesante porque afecta de manera 

natural a los animales más comunes de laboratorio de investigación biomédica: los 

ratones, además la lepra de los ratones tiene mucha analogía con la lepra de los 

humanos y porque la lepra en ambas especies ofrece muchas alternativas de estudio 

que incluyen los aspectos inmunológicos y patológicos:xl. 

LA LEPRA MURINA COMO MODELO DE LA LEPRA HUMANA 

A pesar de que el bacilo de la lepra humana fué el primer patógeno bacteriano _ 

identificado, todavía no se ha podido cultivar in vítro. Debido a esto surge la necesidad 

de crear un modelo experimental cuyo estudio nos acerque a la situación de la lepra 

humana48. En 1960 Shepard logró transmitir de manera experimental al M. /eprae en 

el cojinete plantar del ratón, pero sólo obtuvo una multiplicación limitada del bacilo57. 

Para entonces ya se conocía la lepra murina (descrita en 1902 por V. K. 

Stefanskij) así como su estrecha relación con la lepra humana:xJ.62 además de la gran 

similitud entre los dos agentes causales correspondientes. 

El M. lepraemurium (MLM) a diferencia del M. leprae presenta una gran ventaja 

para el uso experimental en el ratón, ya que el MLM es_ un patógeno natural de la 

especie:xl. Por lo que ofrece una oportunidad para estudiar mecanismos básicos en 
-·· 

las interacciones huésped-parásito, que posteriormente se podrían extrapolar a la 

enfermedad :1umana1. 
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Ambos bacilos se comportan de manera análoga en cuanto a la forma de 

infectar su célula huésped, el macrófago36,52,SB; se localizan predominantemente en 

forma intracelular y no parecen ser tóxicos para el macrófago, comparten antígenos 

de reacción cruzadas.~. son de mÚitiplicación lentas. además parecen causar una 

supresión inmu ,<:! celular específica en su huésped natural~. También muestran 

diferencias a nivel metabólico y de ultraestructura1B, así como diferencias químicas y 

antigénicas25, además de que su comportamiento intracelular es diferente, pues 

mientras el MLM se multiplica dentro de los fagolisosomas de la célula huésped12 (al 

parecer la alta concentración de enzimas lisosomales facilita la _multiplicación del 

bacilo) el M. leprae se multiplica en la matriz citoplásmica de la célula y no dentro de 

los fagolisosomas29 

la fagocitosis de la mayoría de las partículas ya sean infecciosas o inertes 

inducen cambios metabólicos oxidativos y no oxidativos en las células fagocíticas que 

están relacionadas con su actividad microbicidase. los microorganismos "simples" 

son destruidos por efecto de los cambios oxidativos inducidos, se ha propuesto que 

algunos microorganismos "complicados" pudieran ser fagocitados sin despertar los 

cambios oxidativos de la célula1B,25. Esto podría dificultar todavía más su destrucción 

intracelular. En el caso de la lepra este comportamiento, aunado a la deficiencia en la 

respuesta inmune celular (RIC), dejaría a los macrófagos en un estado de mínima 

eficiencia microbicida y a merced de los microorganismos infectantes. 
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HIPOTESIS 

1 El Mycobacteríum lepraemuríum, como el M. /eprae, penetra· por fagocitosis a 

los macrófagos sin despertar los cambios metabólicos que promueven su 

inactivación. Por esto, en ausencia de la influencia de la respuesta inmune 

celular (RIC), la micobacteria se establece sin restricción y prolifera dentro de 

las células fagocíticas. la propiedad del M. lepraemuríum de penetrar a las 

células fagocíticas "sin hacerse notar" solo ocurre cuando los microorganismos 

están íntegros y son viables. Su inactivación por cualquier medio, elimina esta 

propiedad. 

2 las micobacterias avirulentas para el ratón, como el BCG, el M. avium, y otras, 

penetran a losmacrófagos promoviendo los cambios metabólicos responsables 

de la actividad bactericida de las células y son subsecuentemente eliminadas. 

3 La pre-activación de los macrófagos por mecanismos inmunológicos los 

capacita para exhibir los cambios metabólicos microbicidas en respuesta a su 

infección por el M. lepraemuríum. Esto podría traer como consecuencia la 

destrucción del microorganismo, y en el animal íntegro, el control de la 

enfermedad. 
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/ 

OBJETIVO 

Estudiar el comportamiento de Jos macrófagos murinos ante la infección in vitro 

por el Mycobacten·um lepraemurium, sobre la base de la hipótesis anterior. 
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MATERIAL Y METODOS 

Obtención de macrófagos peritoneales 

Varios grupos de ratones albinos, NIH, de 30g de peso, fueron inoculados 

intraperitonealmente con 1 mi de aceite mineral ligero (SIGMA 59675) cada uno 72 

horas antes de la obtención del exudado peritoneal. ·El exudado peritoneal se obtuvo 

al inyectar 5 mi de Alsever en el peritoneo, este se agitó con el objeto de desprender 

la mayor cantidad de células, para después extraer el exudado con una pipeta 

Pasteur; el exudado peritoneal se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min para obtener el 

paquete celular; éste se resuspendió en medio de cultivo RPMI1640 (SIGMA R 6504) 

suplementado con 10% de CPSR-2, un sustituto de suero fetai.(SIGMA C 9030). Se 

hizo una dilución de la suspensión en azul tripano, para hácer la cuenta de celulas en 

el microscopio con objeto de ajustarlas a una concentración conocida. Se sembraron 

las células en placas de cultivo de 24 pozos (NUNC, Denmark) a una concentración 

de 4x106 células por mi en cada pozo, incubándose a 37 oc en una atmósfera de 5% 

de co2. durante 24 h10,11_ 

Medición del peróxido de hidrógeno 

Se preparó una solución de peroxidasa tipo 11 (SIGMA P-8 250) en una solución de 
-· 

rojo de fenal (1 mg de peroxidasa por 10 mi de la solución, ver ápendice), en la cual 

se resuspendieron en forma independiente cada uno de los estimulantes. los cultivos 

celulares se lavaron 2 veces con solución salina balanceada de Hanks (HBSS) sin 

rojo de fenal para quitar el remanente del medio de cultivo y evitar así que éste no 

interfiera en las lecturas calorimétricas y para retirar las células no adherentes. los 

estimulantes se ,adicionaron a las monocapas celulares, incubándose durante 90 
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minutos a 370C; la reacción se detuvo añadiendo 100 ¡JI de NaOH íN/ pozo. La 

solución colorida se leyó en un espectofotómetro {Shimadzu) a .una longitud de onda 

de 600 nm43. 

/ 

llt<1c:fición del anión superóxido 

Se preparó una solución de citocromo C tipo 111 (SIGMA C-2037) en HBSS sin rojo de 

fenol (1mg/ml) en la cual se resuspendieron en forma independiente cada uno de los 

estimulantes. Previamente a su adición a los cultivos éstos se lavaron 2 veces con 

HBSS, para retirar las células no adherentes y el medio remanente e inmediatamente 

se adicionaron los estímulos correspondientes a la monocapa de cultivo celular, 

. incubándose durante 90 minutos a 370C; para leer la absorbancia a una longitud de 

onda de 550 nm en un espectofotometro {Shimadzu)43. 

Obtención de medios condicionados a partir del cultivo de esplenocitos murinos 

Se extrajo el bazo de varios ratones NIH y a partir de ellos se preparó una suspensión 

celular en solución de A!sever; una vez homogeneizada la suspensión celular, se 

lisaron los eritrocitos (tres partes del regulador de lisis por una de la suspensión 

celular), se centrifugó la suspensión a 1500 rpm para obtener el paquete celular y 

entonces se resuspendieron las células en medio AIMV {GIBCO 12055-026). Se hizo 

una dilución de la suspensión en azul tripano para hacer la cuenta celular antes de 

sembrarlas en botellas de 75 cm2 a una concentración de 10 x 106 cel/ml en 

presencia de 5 ug de concanavalina A (ConA) (SIGMA C 5275) por mi, incubándose a 

370C en una atmósfera de S% de C02 durante 48 horas. Al cabo de este tiempo se 

centrifugaron los cultivos con el objeto de remover las células y colectar los 

sobrenadantes libres de células. 
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Para eliminar la lectina de los sobrenadantes se les adicionó sephadex G-10 

(SIGMA G-10-120) (10 mg/ml de sobrenadante) durante 10 minutos en hielo, 

recuperándose el sobrenadante libre de lectina. Este "medio condicionado" se 

esterilizó utilizando membranas millipore de 0.45J.154. 

Para comprobar que hübo activación celular se utilizó la prueba de reducción 

del MTT (bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-difenil tetrazolio} (SIGMA M 2128)39. 

En cultivos celulares con 5 x 10e células/pozo se les adiciononaron 50 JJI de una 

solución de MTT, se incubaron durante 4 horas a 37 oc, posteriormente las células se 

resuspendieron en el mismo medio y se centrifugaron a 1500 rpm/5 min, el 

sobrenadante se desecho y el botón de celulas se reuspendió en 1 mi de una solución 

0.04N de HCI en isopropanol, dejándose toda la noche a temperatura ambiente, por 

último se centrifugó a 1500 rpm/1 o min para leer la absorbancia a una longitud de 

onda de 570 nm. 

Obtención de las micobacterias 

Los bacilos de MLM se obtuvieron a partir de tejidos de ratones NIH infectados, por la 

técnica de Prabhakaran45, que brevemente consiste en lo siguiente: 

cuatro gramos de tejido infectado se homogeneíza en un Potter con 20 mi de sacarosa 

0.2 M, esta suspensión se centrifuga a 1200 rpm /20 min, para eliminar los restos 

tisulares, 9 mi de la suspensión obtenida se estratifican sobre 12 mi de sacar?sa 0.3 

M, la cual se centrifuga a 6000 rpm/10 min, el sobrenadante se descarta y el botón se 

resuspende en 9 mi de sacarosa 0.2 M, esta a su vez se vuelve a estratificar sobre 12 

mi de KCI1.5 M centrifugandose a 6000 rpm/10 min; el último paso se repite una vez 

más y el botón obtenido se lava tres veces con PBS 0.01 M. 

El Mycobacterium bovis (BCG) fué donado por el Instituto Nacional de Higiene 

y expandido y mantenido en el laboratorio por cultivo en medio PBY. 
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Una vez que se obtuvieron las micobacterias se resuspendieron en regulador 

de salina fosfatos y se mantuvieron en agitación para disgregar la masa bacilar, 

leyendose la absorbencia de la suspensión a una longitud de onda de 580 nrn para 

interpolar el resultado de la lectura en una curva conocida; Esta curva se obtuvo al 

hacer diluciones de una suspensión pura de MLM, desde 1 :2 hasta 1 :256 en las 

cuales se leyeron sus absorbancias a 580 nm contra un blanco de solución salina, 

además cada suspensión se diluyo 1:2 con suero humano normal {esterilizado por 

millipore 0.45¡.¡} y de cada dilución se tomaron dos alícuotas de S ¡.¡1 para realizar 

cuentas al microscopio, y posteriormente se calculó el número de bacilos por campo 

por el area total de los campos leídos, obteniendo directamente el número de bacilos 

por mi de la suspensión. 

Visualización de la actividad de esterasa 

Después de 24 horas de cultivo, las células que se obtienen del exudado peritoneal se 

incuban durante 30-40 minutos a temperatura ambiente con el reactivo para la tinción 

de esterasaee. 

Preparación de las levaduras 

las levaduras de pan (Fieischman's) se resuspendieron en solución salina para 

pasarlas a través de papel filtro de poro grande, con el objeto de homogeneizar su 

tamaño. Se esterilizaron por calor para inactivarlas, quedando entonces como 

"partículas inertes", se lavaron varias veces con solución salina y se hizo la cuenta 

celular para ajustarlas a una concentración conocida. 
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las pruebas estadísticas que se aplicaron para el análisis de los resultados fue 

ANVA bifactorial para cuando se tienen dos o más grupos afectados por dos factores 

y la de Kruskai-Wallis para más de dos grupos midiendo una sola variable. 
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RESULTADOS 

Inducción de células del exudado peritoneal (CEP). 

De los tres agentes inductores utilizados (aceite mineral ligero, caldo tioglícolato, y 

PBS), el aceite mineral ligero dio los mejores resultados en cuanto a número de 

células obtenidas y en cuanto al metabolismo basal de las mismas. El aceite no indujo 

per se ninguna activación del metabolismo oxidativo de las células; lo mismo ocurrió 

con los otros inductores. 

la respuesta oxidativa de los macrófagos estimulada por la fagocitosis de 

levaduras resultó más evidente y más consistente cuando se utilizaron las células 

inducidas con aceite; por el contrario, cuando se usaron las células inducidas con 

tioglicolato o con PBS, las respuestas oxidativas fueron heterogéneas o 

inconsistentes (Fig.1 y 2). 

Fig. 1 

(* p < 0.01) 
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* 
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Fig. 2 
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·:-:,.::;~:~:-:: ::.-:· ...... :;:-:' r·-..-r-.;:J::.: 

(* p < 0.01) 

Utilizando las células inducidas con aceite, las levaduras no opsonizadas 

fueron tan buenos estimulantes de la respuesta oxidativa como las levaduras 

opsonizadas con complemento (humano) o las opsonizadas con anticuerpo (de 

conejo). Con base en estos resultados y tomando en cuenta que la respuesta 

oxidativa de otras células fagocíticas (leucocitos PMN humanos) se optimiza cuando 

se utilizan levaduras opsonizadas con complemento (lev-C3b), en Jos experimentos 

subsecuentes de este estudio siempre se usaron lev-C3b como un control positivo de 

la estimulación de la respuesta oxidativa. 
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Magnitud de la respuesta oxidativa en función del número de CEP. 

Bajo las condiciones del sistema utilizado en el estudio (1 mi de medio de cultivo, 20 

levaduras por célula) la mayor producción de H20 2 se obtuvo al trabajar con 4 

millones de células;este número de células se utilizó en todos los experimentos 

posteriores (Fig.3) 

Fig. 3 
PRODUCCION DE H,O, POR MACFiOF:-DOS PERITONEALES 

MURINOS EN FUNCION DEL NUivitRO DE CELULAS 

cel solas lev le.-+ e 
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::;::· -=-~s:;.;·c :a:~ •:' ::::-=~ 2C a;:::, ::• 
~.; le~'. : :·: .. :;J !)€: P·: ~·:-· "1'1! ::~-:- ?;:_ 2: -c.:~./~7:: 

Producción de metabolitos del oxígeno (H202 y 0 2 -) por las CEP estimuladas con LM y 

BCG. 

La infección de los cultivos de CEP con BCG (viables) estimula una buena producción 

tanto de H20 2 como del anión superóxido. Por el contrario la infección de los cultivos 

celulares con bacilos de la lepra murina (también viables} no induce la producción de 

dichos metabolitos del oxígeno. Como era de esperarse, la estimulación de las células 

con Lev-C3b induce una buena respuesta oxidativa (Fig. 4 y 5). 
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Fig. 4 
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Efecto de la viabilidad del MLM sobre su capacidad para estimular la respuesta 

oxidativa de las CEP. 

la inactivación por calor del MLM no modifica la incapacidad del microorganismo para 

estimular los cambios oxidativos de las CEP asociados a la fagocitosis. la eficiente 

induccción de Jos cambios oxidativos por las lev-C3b señala claramente la saludable 

condición de las CEP (Fig. 6 y 7 ). 

Fig. 6 
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(*p < 0.01 con respecto a células solas). 
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Fig. 7 
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{*p < 0.01 con respecto a células solas). 

Efecto del medio condicionado {MC-ConA) sobre la producción de H20 2 por la CEP 

infectadas in vitro con BCG y con MLM . 

El cultivo de las CEP con 20 ó 50 % de MC-ConA por 24 horas, no modifica el 

comportamiento oxidativo de las células ante la estimulación con Lev-C3b y con MLM 

. Las Lev-C3b siguen funcionando como buenos estimulantes; el MLM no muestra 

capacidad estimulante alguna. lnteresantemente, el cultivo de las CEP con MC-ConA 

abate la respuesta oxidativa de las células estimulada por el BCG y este abatimiento 

es más marcado a la concentración más elevada del MC-ConA {Fig. 8 ). 
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Fig. 8 
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Efecto del interferón gamma recombinante (riFNy} sobre el metabolismo oxidativo de 

las CEP en respuesta al estímulo con Lev-C3b, PMA, BCG y MLM. 

Las CEP cultivadas en presencia o en ausencia de riFNy responden de la 

misma manera ante el estímulo con Lev-C3b y MLM. Sin embargo el cultivo de las 

CEP en presencia de! riFNy durante 24 h., disminuye muy considerablemente la 

producción de peróxido de hidrógeno estimulada con BCG (Fig. 9 }. 
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Fig. 9 
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DISCUSION 

los resultados obtenidos en el presente estudio indican que el Mycobacterium 

lepraemurium (MLM), parásito intracelular obligado, penetra por fagocitosis a los 

macrófagos sin despertar los cambios oxidativos que ··normalmente·· acompañan al 

proceso fagocítico36. Tales cambios oxídativos que no se producen traerían como 

resultado la producción de diversos intermediarios del metabolismo del oxígeno dentro 

de Jos que se encuentran el peróxido de hidrógeno, el anión superóxido, los radicales 

hidroxilo, el singlete de oxígeno, y probablemente algunos otros53• Estos 

intermediarios, a excepción del peróxido de hidrógeno, son compuestos que poseen 

electrones no apareados y son por tanto, extremadamente reactivos. En conjunto, 

estos materiales han recibido diveros nombres: intermediarios reactivos del oxígeno, 

metabolitos del oxígeno, y radicales libres. Todos ellos son altamente tóxicos y por lo 

mismo resultan eficientes agentes microbicidas y citocidas. La mayoría de los 

microorganismos al ser fagocitados estimulan esta respuesta oxidativa {también 

llamada "estallido respiratorio") y en consecuencia sucumben a sus efectos 

tóxicos53•63•70• De manera simplista así es como se elimina la mayoría de los 

microorganismos que son recogidos por las células fagocíticas. Sin embargo, con 

algunos microorganismos, sobre todo los de vida intracelular y específicamente los 

que parasitan y se establecen temporal o permanentemente en los r'nacrófagos {como 

los patógenos de los géneros Mycobacteriumse, Usteria44, Nocardia4, Histoplasma73, e 

inclusive Salmonella16, y dentro de los protozoarios, Leishmanias y Toxoplasmaeo), la 

respuesta oxidativa de los fagocitos no siempre resulta un mecanismo eficiente de 

control. Algunos microorganismos poseen enzimas {peroxidasa, catalasa y/o 

superóxído dismutasa) que degradan e inactivan a los metabolitos del oxígeno, otros 

poseen además gruesas cubiertas lipídícas o polisacarídicas que funcionan como 
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corazas prácticamente impenetrabless,21,~,n otros tienen en esas corazas protectoras 

moléculas que "atrapan" a los metabolitos e impiden sus efectos ulteriores9. Los 

parásitos intracelulares más evolucionados, aparte de tener alguna o algunas de las 

propiedades anteriores, han desarrollado un mecanismo de penetración que no 

involucra la respuesta oxidativa de las células; esto es, penetran por fagocitosis sin 

despertar los cambios oxidativos generadores de metabolitos tóxicos22• El bacilo de la 

lepra y el bacilo de la tuberculosis corresponden a este tipo de parásitos 

evolucionados. 

Nuestros resultados en relación al Mycobacterium lepraemurium claramente 

indican que éste también es un parásito muy evolucionado en el sentido antes 

considerado; la infección de los macrófagos murinos derivados de las células del 

exudado peritoneal (CEP) por MLM no resulta en la producción ni de peróxido de 

hidrógeno ni del anión superóxido. Otra micobacteria, el Mycobacterium bovis BCG 

(BCG), se comporta de manera diferente al provocar en los macrófagos murinos la 

síntesis y liberación de cantidades elevadas de ambos metabolitos del oxigeno; en el 

ratón, mientras que la infección por MLM es progresiva y sistémica52, la infección por 

BCG es autolimitada42. El control de la infección por BCG probablemente involucra la 

participación de los metabolitos del oxígeno. En ausencia de los metabolitos del 

oxígeno los microorganismos tienen más probabilidades de sobrevivir; seguramente 

esta es la situación en el caso de la infección por MLM. 

Existe un reporte en la literatura que indica que mientras que las micobacterias 

(M. /eprae) viables son incapaces de estimular en los macrófagos humanos la 

respuesta oxidativa, las micobacterias inactivadas por calor o por irradiación si son 

capaces de hacerlo, implicando así que la viabilidad del microorganismo es un factor 

determinante en la estimulación de la respuesta. Nuestros resultados con MLM 

señalan que independientemente de su estado vital, este microorganismo es incapaz 
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de despertar la respuesta oxidativa en los macrófagos murinos. Este hallazgo plantea 

la posibilidad de que algún componente superficial del microorganismo o la 

estructuración superficial general del mismo estén "molecularmente" involucrados en 

la falta de respuesta oxidativa asociada al proceso de infección. 

A partir de los experimentos pioneros de Mackaness31 sobre el efecto activante 

de la respuesta inmune celular en la función bactericida de los macrófagos, se 

empezaron a estudiar los posibles elementos celulares y solubles involucrados en el 

fenómeno. Se llegó a establecer que los linfocitos T, en respuesta a la estimulación 

antigénica, producían una serie de factores que mostraban diversos efectos sobre 

diversas células (poco tiempo después estos factores se bautizaron con el nombre de 

linfocinas)1. Dentro de los factores producidos se identificaron algunos cuya células 

blanco eran los macrófagos, las linfocinas involucradas se designaron 

especificamente como MCF (macrophage chemotactic factor), MAF {macrophage 

activating factor), MIF (macrophage migration inhibitory factor}, e INF 

(interferón)14,32,67,69. La nomenclatura para estas y otras linfocinas en la actualidad 

está en desuso y aunque sus efectos biológicos se siguen reconociendo, éstos se han 

identificado en una serie grande de moléculas, la mayoría de ellas purificadas a 

homogeneidad, secuenciadas y clonadas, designadas ahora como citocinas. La única 

citocina que ha retenido su nombre original es el interferón, aunque su origen linfoide 

se ha querido remarcar llamando a esta molécula interferón gamma (IFNy)67. Todavía 

en la actualidad se acepta que el IFNy es la citocina más importante como activadora 

del poder bactericida de los macrófagos1s; otra citocina también reconocida como de 

gran importancia en la resistencia a infecciones es el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFa)68. 

Una manera de inducir la producción de citocinas es la activación de las células 

linfoides con mitógenos del tipo de la concanavalina A (ConA} y la fitohemaglutinina 
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(PHA); los medios recuperados de los cultivos estimulados (medíos condicionados, 

MC) contienen niveles medibles de la mayoría qe las cítocínas descrítas54• La adición 

de estos MC (MC-ConA) a los cultivos de macrófagos podría, en teoría, modificar su 

comportamiento ante diferentes estímulos. Nuestra intención al adicionar los Me­

ConA a los cultivos de macrófagos fue potenciar, de alguna manera, el metabolismo 

oxidativo de los mismos en respuesta a su infección con MLM. Sin embargo, la adición 

de MC-ConA a los cultivos de macrófagos no modificó su comportamiento cuando las 

células se infectaron con MLM; ni los macrófagos cultivados en medio solo ni los 

cultivados en presencia de MC-ConA produjeron niveles medibles de peróxido de 

hidrógeno cuando se estimularon con MLM. Las Lev-C3b resultaron un estímulo muy 

eficiente de la respuesta oxidativa de las células pero ésta no fue modificada por 

efecto del MC-ConA a la concentración del 20% al 50%. Con el BCG, la situación fue 

diferente; los macrófagos cultivados en presencia de MC-ConA produjeron, 

consistentemente, menos cantidad de peróxido de hidrógeno que las células 

cultivadas en ausencia del mismo. El MC-ConA indujo un abatimiento de la respuesta 

oxidatíva del órden del 40% {20% de MC-ConA) al 50% (50% de MC-ConA). 

Dado que la citocina que nos interesaba poner en evidencia en el MC-ConA era 

el IFNy, en los siguientes experimentos se recurrió al uso de interferón gamma 

recombinante murino. Los macrófagos cultivados durante 24 horas en presencia de 

riNFy tampoco modificaron significativamente su capacidad de producción de peróxido 

de hidrógeno cuando se estimularon con Lev-C3b o con MLM. La respuesta oxidativa 

de los macrófagos cultivados en ausencia de riFNy ante el estímulo con BCG fue 

similar a la respuesta inducida por las levaduras en las mismas células. Sin embargo 

la preincubación de los macrófagos con interferón gamma condujo, otra vez, a una 

depresión en la capacidad de las células para producir peróxido de hidrógeno en 

respuesta al estímulo con BCG. Además, el efecto inhibitorio del riFNy fue mucho más 
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marcado que el observado cuando su usó el MC-ConA Aceptando que BCG, como 

MLM, penetra a los macrófagos por fagocitosis utilizando los elementos de la vía 

endocítica: receptores, segundos mensajeros, proteínas reguladoras, protein-cinasas 

C (PKC), y otros, es posible que el riFNy pudiera interferir con la síntesis o con la 

expresión de alguno de estos elementos, abatiendo, de algún modo, la respuesta 

oxidativa de las células. Esta interferencia de la respuesta oxidativa por el riFNy 

podría operar tanto intracelularmente (considerando que sucede la endocitosis del 

BCG), como extracelularmente (impidiendo la eridocitosis del microorganismo), Este 

es, sin duda, un aspecto que merece ser estudiado con mayor profundidad. 
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CONCLUSIONES 

la resistencia del Mycobacterium lepraemurium (MLM) a su destrucción por los 

mecanismos bactericidas de los macrófagos, a parte que explica la evolución crónica 

pero insidiosa de la lepra murina, estimula el estudio de Jos mecanismos involucrados 

en la relación entre el parásito y su célula huésped. 

los resultados de los diversos estudios desarrollados en este trabajo indican 

que la cavidad peritoneal del ratón es una buena fuente de macrófagos; la inyección 

intraperitoneal de los animales con aceite mineral ligero triplica la cantidad de células 

obtenidas. las células del exudado peritoneal (CEP) inducidas con aceite no alteran 

su metabolismo basal cuando menos en cuanto a la respuesta oxidativa estimulada 

por fagocitosis. La población celular colectada de la cavidad peritoneal de los 

animales, tres días después de la inyección del aceite, estuvo compuesta casi 

exclusivamente por células mononucleares, fagocíticas y esterasa positivas, es decir 

por macrófagos. En el sistema montado para medir la liberación de peróxido de 

hidrógeno por las CEP ante el estímulo fagocítico con levaduras se encontró que la 

máxima producción de H20 2 proporcional al número de células ocurrió cuando se 

usaron 4 millones de células de CEP y 80 millones de levaduras por ensayo. Las 

levaduras, utilizadas en una proporción de 20 levaduras por célula, resultaron un 

eficiente estímulo de la respuesta oxidativa; este reactivo, además de estable es 

barato. 

Las levaduras sin opsonizar y las opsonizadas con anticuerpo o con 

complemento indujeron respuestas oxidativas similares, sin embargo, en el estudio 

siempre se usaron levaduras opsonizadas con complemento (con PMN humanos las 

levaduras opsonizadas con complemento estimulan mejores respuestas endocíticas y 

oxidativas que las levaduras sin opsonizar). Como las levaduras, el Mycobacterium 
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bovis BCG (BCG) resultó un eficiente estimulante de la respuesta oxidativa de los 

macrófagos murinos. Por el contrario, bajo ninguna circunstancia el MLM estimuló el 

metabolismo oxidativo de las células; ni el MLM vivo, ni el MLM inactivado por calor 

fueron capaces de inducir la liberación de peróxido de hidrógeno o de anión 

superóxido por los macrófagos en cultivo. La supuesta ayuda a los macrófagos 

conferida por los mediadores solubles de la inmunidad celular, tampoco modificó la 

incapacidad de estas células para exhibir el estallido respiratorio en respuesta a la 

infección por el MLM; ni el uso de medio condicionado (MC-ConA) ni de riFNy fueron 

efectivos en este sentido. En cambio, el tratamiento de los macrófagos con estos 

materiales condujo a un marcado abatimiento en su respuesta oxidativa ante el 

estímulo con BCG. 
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RESUMEN 

Las células fagocíticas polimorfonucleares (PMN) y mononucleares (MN) 

funcionando de manera coordinada son generalmente suficientes para destruir a la 

mayoría de Jos microorganismos que en un momento dado pudieran invadir al 

organismo. 

Los PMN debido a su corta vida no son tan eficientes como Jos macrófagos 

para eliminar a ciertos microorganismos como las micobacterias patógenas. Los 

macrófagos en cambio, tienen una capacidad microbicida efectiva pero al mismo 

tiempo limitada que puede ser incrementada por el efecto de la respuesta inmune 

celular {RIC). En algunas enfermedades infecciosas crónicas como la lepra, la 

competencia inmune celular se abate a tal grado que su actividad potenciadora de la 

función microbicida de los macrófagos es prácticamente nula. 

Los macrófagos de ratones no inmunes responden con cambios metabólicos 

oxidativos y no oxidativos al estímulo con diferentes materiales; la estimulación de los 

macrófagos con levaduras opsonizadas con complemento y con Mycobacterium bovís 

BCG (BCG) induce Jos cambios oxidativos que conducen a la síntesis y liberación de 

peróxido de hidrógeno y de anión superóxido. Por el contrario, la estimulación de los 

macrófagos con el Mycobacterium lepraemurium (MLM) no indujo la liberación de 

esos metabolitos del oxígeno, y esto fué independiente de la viabilidad de los 

microorganismos. 

Los macrófagos preincubados con medios condicionados preparados con 

concanavalina A (MC-ConA) y los macrófagos preincubados con interferón gamma 

recombinante (riFNy) de ratón, tampoco mostraron los cambios oxidativos en 

respuesta a la infección por el MLM. De hecho ni el MC-ConA ni el riFNy modificaron 

positivamente la produción de metabolitos del oxígeno en respuesta a ningún 
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estímulo; el metabolismo del oxígeno en los macrófagos murinos no es potenciado por 

el efecto de los mediadores de la RIC, sin embargo el pretratamiento de los 

macrófagos con MC-ConA e riFNy provocó una marcada reducción· en la producción 

de peróxido de hidrógeno estimulada por el BCG. 

Estos resultados indican que el MLM siendo un parásito evolucionado, posee 

mecanismos que evitan su reconocimiento por las células fagocíticas y penetran a 

éstas sin despertar los cambios oxidativos responsables de su actividad microbicida. 

Con esto el bacilo asegura su implantación y permanencia en las células huésped. 
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APENOICE 

NOTA todos los pesos moleculares están calculados para reactivos anhidros. 

Solución de Alsever 

Glucosa -------------- 20.5 g 

NaCI ----- 4.2 g 

Citrato de sodio ------8.0 g 

Acido cítrico -------o.ss g 

ajustar a 1 litro con H20 desionizada. 

Esterilizar a 1 O lb/1 O m in. 

Solución salina balanceada de Hanks (HBSS) 

Glucosa -------1.0 g 

NaCt--- 8.0 g 

KCI 0.4 g 

CaCI2 --- ----0.14g 

Mg$04 0.1 9 

MgCI2 0.19 

KH2P04 ---------- 0.06g 

Na;iiP04---- 0.06g 

Bicarbotato de sodio ------0.35g 

pH 7.2 ajustar a 1 litro con H20 desionizada. 

Esterilizar por filtración {0.45~). 
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Solución de peroxidasa rojo de fenol {HRPO) 

Regulador de P04 pH 7.0, 10 mM 

NaCI 140 mM 

glucosa 5.5 mM 

rojo de fe no! 4 mg/1 00 m! 

1. preparar el regulador de fosfatos 

K2HPO 4 --------------------------------1.7 4g 

KH2PO 4 ---------------------------1. 36g 

ajustar a pH 7.0 y aforar a 1 litro con H20 desionizada. 

2. disolver en el regulador: 

Glucosa -------------------------------1.0 9 

NaCI -------------------------------------- 8. 18g 

Rojo de fenol ------------------------- 0.049 

Esterilizar por filtración (0.45J..1) 

3. la peroxidasa se adiciona minutos antes de utilizarla.· 

1 mg de peroxidasa 1 1 O mi de rojo fenol. 

Medio de cultivo caldo tioglicolato {semisolido) (MERCK 15867) 

0.75 g de polvo en 50 mi de H20 desionizada. 

Esterilizar 15 lb/15 min. 

Proteosa peptona al 9% (DIFCO B 122) 

4.5 9 de polvo en 50 mi de H20 desionizada. 

Esterilizar 151b/15 min. 
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Medio de cultivo (RPMI) (SIGMA R 6504) 

RPMI ----------------------- 2.6 g 

bicarbonato de sodio --------- 0.37g 

suero CPSR-2 ---- ------ 25 mi 

aforar a 250 mi con H20 desionizada. 

Esterilizar por filtración (0.45¡J). 

Medio AIMV {GIBCO 12055-026) 

contiene: 

l-glutamina 

estreptomicina -------------- 50 j.illml 

gentamicina -------------- 10 ¡JI/mi 

Medio de Youmans modificado por Proskauer y Beck (PBY) 

asparagina --------- 0.5 g 

KH:f04 --------------0.5 g 

K2S04 ----­

glicerol--

0.05g 

------2.0 mi 

aforar a 1 00 mi con H20 tridestilada 

los ingredientes se disuelven en el agua en el orden descrito, asegurandose de que 

cada uno se disuelva por completo antes de añadir el siguiente. 

el pH se ajusta a 7.0 con NaOH al 40 % y se añade 

citrato de magnesio --------- 0.15 g 

Esterilizar a 121oc durante 20 min. 
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Regulador de lisis, pH 7.4 

NH4CI ------------------------------------------- 3.42 g 

KHC03 ----------------------------------------- 0.4 g 

Na2EDTA -------------------------------------- 0.014g 

Aforar a 400 mi con H20 desíonizada. 

Esterilizar 15 lb/15 min. 

Azul tripano al 0.2% (SIGMA T-6146) 

azul trípano --------------------------------- 0.20 g 

NaCI -------------------------------------- 0.85 g 

disolver en H20 desionizada y aforar a 100 mi. 

Esterilizar por filtración (0.45JJ). 

MTT (SIGMA M 2128) 

50 mg de MTT se disuelven en 10 mi de Hanks y se filtran por 0.22JJ. 

Para disolver los cristales azules formados durante la reacción se agrega una solución 

0.04N de HCI en isopropanol: 

33.12 ¡JI de HCI (37% de pureza) en 9.966 mi de isopropanol. 

La solución colorida se lee a una longitud de onda de 570 nm. 
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Tinción para esterasa 

Naftol AS-O acetato (ICN Flow 

102410) ------------ 5 mg 

Dimetil formamida ---- 0.5 mi 

TRIS-HCI0.1 M pH 7.1 -----50 mi 

GBC fast garnet (SIGMA F-0875) ----10 mg 

La mezcla se pasa por papel filtro (V\Ihatman #1). 

Incubar las monocapas celulares con esta mezcla de 30 a 40 minutos a temperatura 

ambiente, la reacción positiva da un color rojo. 
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