EVALUACIC')N, DEL BIOENSAYO DE MTT PARA DETERMINAR LA
PROLIFERACION in vitro DE LINFOCITOS DE BOVINO FRESCOS Y

CONGELADOS’

Carlos Ramoén Bautista Garfias**
Elizabeth Acosta Garcia**
Icela Ilvonne Toledo Garcia***

Abstract

Four experiments were carried out to evaluate the in vitro proliferation (expressed as stimulation
index, SI) of fresh and/or frozen bovine lymphocytes to Concanavaline A (Con A) and/or Anaplasma
marginale antigen using the MTT bioassay. In the first experiment, the SI of lymphocytes from three adult
bovines in response to Con A was determined during six consecutive weeks using the MTT assay which
showed reproducible results during thistime. The Sl oscillated between 1.7 and 3.8. In the second one, the
lymphocytes from two adult bovines were frozen at —70° C during six weeks, and their viability was
evaluated weekly. Mean viability changed from 99.5% (week 0) to 89% in week five, and dropped to 59%
in the sixth one. In the third experiment, the Sl of fresh and frozen (three weeks) lymphocytes from three
adult bovines in response to Con A was evaluated using the MTT bioassay; the mean Sl was of 2 and of
15 for fresh and frozen lymphocytes, respectively. In the fourth experiment, the proliferation of
lymphocytes from one adult animal recovered from A. marginale infection, and those from one non
infected adult bovine were tested against an A. marginale antigen determined by the MTT assay, and the
H3-thymidine uptake test. The Sl obtained was similar; 1.7 for the MTT and 1.5 for the H-thymidine
uptake. Results suggest that the MTT bioassay and frozen cells can be used as aternativesin the in vitro
bovine lymphocyte proliferation test.
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Resumen

Se llevaron a cabo cuatro experimentos para evaluar la proliferacion in vitro (expresada como
indice de estimulacion, IE) de linfocitos de bovino, frescos y congelados, a concanavalina A (Con A) o
antigeno de Anaplasma marginale, usando € bioensayo de MTT. En e primero, € |E de linfocitos de tres
bovinos adultos en respuesta a Con A fue determinado durante seis semanas consecutivas usando el
ensayo de MTT que mostro resultados reproducibles; € 1E oscilo entre 1.7 y 3.8. En & segundo, los
linfocitos de dos bovinos adultos fueron congelados a —70°C durante seis semanas y su viabilidad fue
evaluada semanamente. La viabilidad promedio cambi6 de 99.5% (semana 0) a 89% en la semana cinco y
disminuy6 a 59% en la semana seis. En € tercero, d |E de linfocitos, frescosy congelados (tres semanas)
de tres animales adultos, en respuesta a Con A, fue determinado usando € bioensayo de MTT; d IE
promedio fue de 2 y de 1.5 para los linfocitos frescos y congelados, respectivamente. En € cuarto, la
proliferacién de linfocitos de un animal adulto recuperado de lainfeccion con A. marginale y los de otro
bovino adulto no infectado fueron probados contra un antigeno de A. marginale y determinada por medio
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de las pruebas de MTT y de incorporacion de timidina-H>. El 1E obtenido fue similar, 1.7 paraMTT y 1.5
para Timidina-H>. Los resultados sugieren que € bioensayo de MTT y células congeladas pueden
utilizarse como alternativas en la prueba de proliferacion de linfocitos de bovino in vitro.

Palabras clave: LINFOCITOS DE BOVINO, BIOENSAYO DE MTT, PROLIFERACION IN
VITRODE LINFOCITOS.

I ntroduccion

El ensayo de proliferacion de linfocitos o linfoproliferacion (ELP) in vitro en respuesta a un
mitégeno o0 a un antigeno especifico, es uno de los méodos utilizados rutinariamente en medicina
veterinaria para evaluar la inmunidad mediada por células en diversas especies de animaes domésticos',
incluyendo a los bovinos™®. Por lo regular, en este ensayo se utilizan linfocitos frescos y la técnica para
determinar la proliferaciéon celular es la incorporacién de un isdtopo radiactivo, generamente la timidina
tritiada (H®) >*°. Sin embargo, en muchas ocasiones es dificil llevar a cabo € ELP con linfocitos frescos
cuando se colectan muestras de muchos animales en condiciones de campo; asimismo, esta técnica es muy
sensible cuando se utilizan isGtopos radiactivos pero tiene la desventgia de que éstos contaminan el
ambiente, ademas se requiere de equipo costoso, de instalaciones particulares y de un permiso especidl,
para € caso de México, del Ingtituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) con € proposito de
manipular material radiactivo.

Por otra parte, la técnicacolorimétrica rdpida que emplea € colorante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5
bromuro difeniltetrazolio (MTT), que es reducido por deshidrogenasas mitocondriales de células viables a
formazan plrpura™®, se ha utilizado en una variedad de ensayos que incluyen la cuantificacion de
linfocinas’, citotoxicidad, proliferacion** y activacion celular®™.

Con base en su utilidad con linfocitos de humano y de ratén se propone, como hipétesis, que €l
ensayo colorimétrico de MTT es apropiado para evaluar la proliferacion in vitro de linfocitos de bovino,
frescosy congelados, en respuesta a un mitégeno o a un antigeno especifico. En este sentido los objetivos
del presente estudio fueron: 1) Evaluar e método de MTT con linfocitos frescos de bovino, 2 determinar
la viabilidad de linfocitos de bovino congelados por seis semanas a -70°C , 3) comparar € método de
MTT con linfocitos de bovino frescos y congelados, 4) evaluar los métodos de MTT y de incorporacion de
timidina tritiada (H3) en & ELP con linfocitos de un bovino inmune (a Anaplasma marginale) y de uno
normal no infectado en presencia de un antigeno especifico.

Material y métodos

Para a canzar |0s objetivos propuestos, se llevaron a cabo cuatro experimentos independientes. En
el primero, se colectaron los linfocitos de sangre periférica (LSP) de tres bovinos adultos de 18-24 meses
de edad, semanalmente durante seis semanas consecutivas para llevar a cabo € ensayo de
linfoproliferacion (ELP, expresado como indice de estimulacion, 1E) que fue evaluado por medio del
método colorimetrico de MTT. En @ segundo, los linfocitos de dos animales Holstein adultos de 18-24
meses de edad fueron congdlados a —70° C y se determind su viabilidad en las semanas 0 (linfocitos
frescos), 1, 2, 3,4, 5y 6. El tercero se llevé a cabo con base en los resultados de los experimentos 1y 2.
En éste se evalud € ELP con linfocitos, frescos y congelados durante tres semanas, de tres bovinos adultos
de 18-20 meses de edad utilizando Con A y € bioensayo de MTT. En € cuarto, € ELP se efectud con
linfocitos de dos bovinos adultos: uno recuperado de la infeccion con Anaplasma marginale y otro normal
no infectado (ambos de 18 meses de edad). De cada animal una serie de linfocitos se expuso a antigeno de
A. marginale, otraa Con A y unamas a un antigeno de membranas de eritrocitos normales no infectados.
El I1E se determind por medio de los méodos colorimétrico de MTT y de incorporacion de timidina HC.

Obtencion de linfocitos de sangre periférica (LSP)
Para @ ELP los LSP fueron colectados en tubos Vacutainer® conteniendo heparing;
posteriormente, en condiciones de esterilidad, a5 ml de solucion salina balanceada de Hank (SSBH, sin



Ca™ y Mg contenidos en una jeringa de 10 ml se le adicionaron y mezclaron 5 ml de la muestra
sanguinea (v/v), luego los 10 ml de la mezcla se depositaron cuidadosamente en un tubo conico estéril de
centrifuga conteniendo 5 ml de una solucion con un gradiente de densidad de 1.077 proporcionado por una
mezcla de metrizoato de sodio a 9.6% (p/v) y ficol d 5.6% (p/v)” y se centrifugd a 800 g a 10° C durante
20 min, a término de los cuales se colectaron los linfocitos de la interfase y se trandfirieron a otro tubo
estéril conteniendo 10 ml de SSBH; a continuacién se centrifugd a 450 g a 20°C durante 10 min,
descartando después e sobrenadante, esta operacidn se repitio dos veces més.

Congelacion de linfocitos

El método de congelacion consistio en una modificacion del de Gale et al .*: después de separar los
LSP, éstos fueron suspendidos en 0.1 ml de RPMI1640 a una concentracion de 6 x 10” céulasml y
colocados en un criotubo, inmediatamente se les adiciond 90% (0.9 ml) de suero fetal bovino (SFB) y
10% (0.1 ml) de dimetilsulféxido (DMSO) y luego se congelaron a —70° C en vez de N; liquido. Para
descongelar, las células se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 min y luego se centrifugaron a
800 g durante 10 min a 10°C; después se descart6 € sobrenadante y € paquete celular fue resuspendido en
RPM 11640, gjustando las células ala concentracion deseada.

Ensayo de linfoproliferacion (ELP)

Se sigui6 @ método de Gasbarre et al.” con modificaciones. Brevemente, una vez que los LSP
fueron obtenidos, éstos fueron suspendidos en 0.1 ml de RPMI1640  suplementado con L-glutamina (2
mM), penicilina (200 Ul/ml), estreptomicina (200 pg/ml), HEPES (2.38 g/l), 2-mercaptoetanol (50 uM),
bicarbonato de sodio (27 mM) y 10% de suero fetal bovino. En microplacas de fondo plano de 96 pozos
para cada animal se sembraron por triplicado (5 x 10° linfocitos frescos/pozo 0 1 x 10° linfocitos
descongelados/pozo de acuerdo con Gale et al.?) con una viabilidad > 90%. Esta se determind adicionando
azul detripano a 0.4% ala suspension de linfocitos que posteriormente fueron contados en una camara de
Neubauer. El nimero de linfocitos vivos se dividio entre e nimero tota de linfocitos y luego se
multiplico por 100. Posteriormente, dependiendo del experimento, a una serie de linfocitos se le afiadio
concanavalina A" (10 Og/pozo) y a otra no (experimentos uno y tres); ademés (experimento cuatro) otra
serie fue expuesta a antigeno de Anaplasma marginale (20 Og/pozo)” y una més a antigeno de
membranas de eritrocitos normales no infectados de bovino (20 g /pozo). Luego las placas fueron
incubadas durante siete dias en una estufa conteniendo una atmésfera humidificada de 5% CO,, 5% N, y
90% aire. La concentracion Optima de Con A fue determinada previamente probando 2.5, 5, 10, 20 y 40
(g del mitégeno/pozo con la cantidad de linfocitos frescos anteriormente sefial ada.

Método colorimétricode MTT

Se utiliz6 & método descrito por Mosmann’: Después de haber incubado los LSP, a cada pozo de
la placa se le afiadieron 20 pul de MTT (5 mg/ ml de RPMI11640)/pozo y se incubd en la misma estufa
durante 60 min mas, posterioremente las placas fueron centrifugadas a 800 g durante 10 min a 10°C y se
descartd el sobrenadante. Luego se adicionaron 300 I de DMSO/pozo, para hacer liposolubles las
cdulas, y se efectud lalecturade la placa en un lector de ELISA™ " a una densidad dptica (DO) de 570 nm.
Los resultados fueron registrados para determinar € indice de estimulacién (IE) dividiendo 1a D.O. de los
linfocitos expuestos a la Con A, antigeno de A. marginale o a antigeno de eritrocitos normales entre la
DO de los linfocitos no expuestos. Se considerd como positivo un IE igual o mayor a1.5 *2
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I ncorporacion de timidina tritiada (H?)”

Sellevd acabo de acuerdo aGae et al.® A los sdis dias de incubacion de los LSP, a cada pozo se
le adicioné metil-timidina H*" en 25 01 de PBS conteniendo 0.026 MBq (18 h antes de la cosecha de las
células). Posteriormente, los linfocitos fueron colectados sobre filtros de fibra de vidrio (Whatman GF-A)
y se contd inmediatamente la incorporacion de la timidina H después de afiadir 3 ml de liquido de
centelleo (PPO-tolueno, 0.4%) a cada via de vidrio (una muestralvial). Las muestras luego se analizaron
en un contador de centelleo y la proliferacion celular inducida, se expresd como cuentas por minuto (cpm)
(3). El IE se determind dividiendo las cpm de los linfocitos expuestos a la Con A, antigeno de A.
marginale o a antigeno de eritrocitos normales entre lascpm de los linfocitos no expuestos. Se considerd
como positivo un |E igua o mayor a1.5".

Al terminar € estudio, los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza conforme al
disefio empleado. Las diferencias estadisticas a 5% o0 a 1% entre tratamientos, se compararon con la
prueba de Tukey™.

Resultados

En e experimento 1, e promedio del indice de estimulacion, determinado por € bioensayo de
MTT, se mantuvo por arriba de 1.5, considerado como positivo, durante las seis semanas. Los valores
promedio més bajo y més ato se observaron en las semanas dos (1.7) y cuatro (3.8), respectivamente, con
un promedio generd de 2.6. El IE de la semana cuatro presentd diferencia significativa (P < 0.05) con
respecto alos |E de las semanas cero, uno, dosy tres (Cuadro 1).

En & experimento 2, €l porcentgje de viabilidad celular durante las primeras cinco semanas de
congelacion fue semgante al de los linfocitos frescos (semana 0); sin embargo, ocurrid una disminucion
significativa de éste (P < 0.01) en la semana seis (Cuadro 2).

En € experimento 3, a comparar € IE de linfocitos, frescos y congelados (tres semanas) de los
mismos animales, expuestos a Con A, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) (Cuadro 3).

En € experimento 4 no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en cuanto a los IE
obtenidos con linfocitos de bovino inmune o normal expuestos a un antigeno de A. marginale y
determinados por los métodos de MTT y de timidina H® (Cuadro 4). Cabe sefidar que los IE obtenidos
con antigeno de eritrocitos normales de bovino fueron de 0.8 y 0.6 para e animal inmuney de 0.9y 0.7
parae no inmune, con MTT y con timidina H?, respectivamente (datos no mostrados).

Discusion

Los datos obtenidos en & experimento 1, indican que € ensayo de incorporacion de MTT en
céulas viables de bovino se comporta de manera similar a lo que ocurre con células de otros mamiferos ”
910 ademés de ser relativamente fécil de efectuar y de proporcionar resultados répidos y consistentes. Con
respecto a la diferencia observada en la semana cuatro, en la que ocurrio e mayor indice de estimulacion
en los tres animales (Cuadro 1), probablemente se debid a que en esa semana en particular, se abrié un
nuevo tangque con la mezcla de gases que proporciond una mayor cantidad de éstos con respecto alas otras
semanas, favoreciendo asi 1a proliferacion celular. Cabe sefidar que los indices de estimulacion obtenidos
en todas |as semanas fueron superiores a 1.5 que se consideran como positivos™. Ademés debe tomarse en
cuenta que la respuesta inmune normal de los bovinos varia a diferentes tiempos™ y de que existe una
variacion marcada en la respuesta blastogénica normd in vitro de los linfocitos de bovino en respuesta a
un mitégeno™.

" 185 GBg-nmol, Amersham, Inglaterra.



Los resultados del experimento 2 indican que la viabilidad de los linfocitos de bovino mantenidos
a-70°C disminuye 11% después de cinco semanas, sin que se aprecie diferencia significativa con respecto
ala viabilidad de los linfocitos frescos; sin embargo, esta Ultima baja hasta 41% en la sexta semana de
congelacion. Los resultados sugieren que la viabilidad de los linfocitos congelados a -70°C hasta durante
Cinco semanas es aceptable.

Los datos del experimento 3, llevado a cabo con base en los resultados de los ensayos dos y tres,
indican que la proliferacién (expresada como indice de estimulacion) de linfocitos de bovino, frescos y
congelados durante tres semanas a —70°C, en respuesta a un mitdgeno y determinada por medio de la
incorporacion de MTT, es similar. Arbitrariamente se decidio utilizar linfocitos congelados a —70°C por
tres semanas, considerando que la viabilidad celular todavia es adecuada (sin llegar a limite de cinco
semanas en congelacion) y de que es un tiempo aceptable para colectar muchas muestras sanguineas en €
campo, separar los linfocitos, congelarlos y finalmente llevar a cabo € ensayo de linfoproliferacion en €
laboratorio. En otros estudios, se ha informado que la blastogénesis in vitro de linfocitos de bazo de
bovino, frescosy congelados en nitrégeno liquido, es comparable ®.

En e experimento 4 se observo que los resultados de la determinacion de la proliferacion de
linfocitos (expresada como indice de estimulacion) de un bovino inmune a A. marginale, por medio de las
técnicas colorimétrica de MTT y de incorporacion de Timidina H, son similares, pero con la ventgja de
gue la primera es més rgpida'y de que no requiere del uso de radioisotopos, ni de equipo costoso como la
segunda.

Con base en los resultados anteriores, se concluye que e método de incorporacion de MTT es
adecuado para usarse en la determinacion de la proliferacidn de linfocitos de bovino, frescos o congelados
hasta por tres semanas a—70°C.

Se sugiere, por lo tanto, utilizar dicha técnica como una aternativa, relativamente econémicay de
fécil gecucidn, con € propésito de evauar la proliferacion de linfocitos de bovino en diferentes
enfermedades, en respuesta a antigenos especificos.
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Cuadro 1

INDICE DE ESTIMULACION DE LINFOCITOS DE TRES BOVINOS EXPUESTOS A CON A
DURANTE SEIS SEMANAS CONSECUTIVAS, DETERMINADO POR MEDIO DEL BIOENSAYO

DEMTT
Bovino ndmero Semana
0 1 2 3 4 5 Promedio
1 2.6 17 1.8 17 3.6 2.2 23+0.7
2 2.0 2.9 21 2.9 4.0 3.0 28+0.7
3 21 3.0 13 13 3.9 3.9 27+10
Promedio 22+0.3 25+0.7 17+04 28+1.1 38+0.2* 25+0.5 2.6

* P < 0.05 con respecto de las semanas0, 1,2y 3

Cuadro 2

PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DE BOVINO CONGELADOSA -70CY
DESCONGELADOS DESPUES DE VARIAS SEMANAS*

Bovino Semana
ndmero 0 1 2 3 4 5 6
1 9 95 100 85 9 89 63
2 100 100 A 92 91 89 55
Promedio 99.5+0.72 975+ 35 97.0+42° 885+49 935+35° 89+ 07 59 + 5.6

* Vaores con digtinta literal indican diferencia estadistica (P < 0.01).



Cuadro 3
COMPARACION DEL iINDICE DE ESTIMULACION LINFOCITOS DE BOVINO, FRESCOS Y
CONGELADOS POR TRES SEMANAS, EXPUESTOS A CON A, DETERMINADO POR MEDIO
DEL BIOENSAYO DEMTT*

Linfocitos
Bovino nimero Frescos Congelados
1 1.2 2.0
2 21 15
3 2.7 11
Promedio 20+0.75 15+ 045

* No se observaron diferencias (P >0.05) entre linfocitos frescos y congelados

Cuadro 4
INDICE DE ESTIMULACION DE LINFOCITOS DE BOVINO EXPUESTQSA UN ANTIGENO DE
Anaplasma marginale DETERMINADO POR UN ENSAY O COLORIMETRICO (MTT) Y UNO
RADIACTIVO (TIMIDINA H)*

Condicién del Ensayo
bovino MTT Timidina tritiada (H*)
Inmune 1.7 15
No inmune 1.0 1.0

* El indice de estimulacién con antigeno de eritrocitos normales fue de 0.8 y 0.6 para el inmuney
de 0.9y 0.7 parael no inmune con MTT y timidina H®, respectivamente.



