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RESUMEN

Resumen
Introduccion: La histamina se encuentra involucrada en una serie de patologias,

todas asociadas en la desregulaciéon de esta; esta asociada a cancer, cancer de
mama, enfermedades alérgicas, enfermedades autoinmunes, Sindrome de
Activacion de Mastocitos, Intolerancia a la histamina, entre otras. La mayor parte
de sus efectos son a través del receptor H1, pero algunos son a través de los
receptores H2, H3 y posiblemente a través del receptor H4. La activacion de los
receptores de histamina en las membranas de los linfocitos puede ayudar a eliminar

selectivamente células productoras de anticuerpos, y algunas células reguladoras.

Objetivo: Validar el aislamiento y funcionalidad metabdlica de linfocitos obtenidos
del bazo de ratén y evaluar el efecto sobre estos ante la aplicacién de Histamina.
Material y Métodos: Se probaron 3 distintos protocolos de obtencién de cultivos, el
#2 fue con el que se obtuvieron mejores resultados (Sugerido por Chaves et
al.,2018); por lo tanto, con ese se continud la investigacion. Se utilizaron 6 ratones
cepa C57BL/6 divididos en 2 grupos, se les extrajo el bazo, para posteriormente ser
incubados con histamina a concentraciones de 0, 10 nM, 100 nM, 300 nM, 1000 nM,
3000 nM, 50 mM, 100 mM y 200 mM, durante 1,2,4 y 7 dias.

Resultados: Se observo que los linfocitos se expanden clonalmente al séptimo dia,
debido a que las células ingresaron a un programa de autoexpansion que puede
durar varios dias, incluso sin estimulacion sostenida; por otro lado, que la histamina
no afecto el crecimiento de los linfocitos en los cultivos de 1,2 y 4 dias, debido a la
dinamica natural de activacion de linfocitos; y, finalmente, la histamina si afecto el

crecimiento de linfocitos en el dia 7.

Conclusién: El impacto de la histamina sobre la proliferacion de los linfocitos
depende tanto del tiempo de exposicion como del estado de activacion celular.
Dicho efecto es limitado durante las fases tempranas de activacion, pero se vuelve
mas evidente durante la fase tardia de crecimiento clonal. En conjunto, estos
resultados aportan evidencia sobre el papel inmunomodulador de la histamina y
destacan la importancia critica de la cinética de activacion de los linfocitos al evaluar

los efectos de mediadores quimicos en la respuesta inmune adaptativa.
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1. Antecedentes
1.1 Generalidades de los linfocitos

Los humanos son considerados un sistema abierto, debido a que el cuerpo debe
protegerse de microorganismos potencialmente dafinos, como bacterias, virus,
parasitos y otros microbios. Estas defensas se clasifican en dos categorias
principales: inmunidad innata (o inespecifica) e inmunidad adaptativa (o especifica),
tal y como se muestra en la Figura 1 (Abbas et al., 2022). El sistema inmunoldgico
se compone de células efectoras especializadas que identifican y responden a
antigenos y otras estructuras moleculares ajenas al tejido humano. Ademas, incluye
diversas moléculas reguladoras, entre ellas una extensa variedad de mediadores

solubles conocidos como “citocinas” (Fox, 2023).

La proteccion contra microorganismos se da mediante una primera reaccion de la
inmunidad innata, seguida de respuestas posteriores gestionadas por la inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata actua como la primera linea de defensa frente a
infecciones y esta compuesta por mecanismos celulares y bioquimicos que ya
existen en el organismo incluso antes de que ocurra una infeccion, permitiendo asi
una respuesta rapida. Estos mecanismos reaccionan exclusivamente ante
microorganismos o sustancias derivadas de células dafiadas y responden de forma

similar cada vez que ocurre una infeccion (Barrett et al., 2020).

Los principales elementos de la inmunidad innata incluyen:

Barreras fisicas y quimicas: como los epitelios y las sustancias

antimicrobianas en sus superficies.

e Células fagociticas y linfocitos NK: entre ellos, neutréfilos, macréfagos y
linfocitos citoliticos naturales (NK).

e Proteinas sanguineas: tales como los factores del sistema del complemento
y otros mediadores de inflamacién.

e Citocinas: proteinas que regulan y coordinan diversas funciones de las

células involucradas en la inmunidad innata (Abbas et al., 2022).
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1.1.1 Activaciéon de la inmunidad innata

El sistema inmunitario innato diferencia entre las células propias del cuerpo y los
patéogenos invasores mediante el reconocimiento de moléculas denominadas
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP), especificas de los agentes
infecciosos. Entre los PAMP mas conocidos se encuentran los lipopolisacaridos
(LPS), presentes en la membrana externa de bacterias gramnegativas, y el
peptidoglicano, que forma parte de la pared celular de bacterias grampositivas. (Fox,
2023).

Los leucocitos neutréfilos, los monocitos-macréfagos y las células dendriticas
poseen receptores que reconocen patrones moleculares asociados a seiales de
peligro, bien procedentes de patégenos (PAMP) o asociados a dano (DAMP)
(Paniagua et al., 2017).

Los receptores para PAMP (PRR) se dividen en dos tipos principales:

e TLR (receptores tipo toll o toll-like receptors): En mamiferos, se han
identificado desde TLR-1 hasta TLR-13, con especificidades distintas para
reconocer estructuras de patdgenos diferentes y actuar en diversas
ubicaciones: la membrana plasmatica, el citosol, la membrana endosémica o
incluso en fluidos, si se encuentran en forma secretada.

e NLR (receptores tipo NOD o NOD-like receptors): Reconocen un conjunto
diferente de ligandos, principalmente de bacterias y otros microorganismos,
y son exclusivamente intracelulares. Se conocen mas de 20 tipos, agrupados
en dos familias: NOD (dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos) y
NALP (proteinas con domino NACHT-, LRR- y PYD- cruciales en la

regulacion inflamatoria).

Algunos receptores de reconocimiento de patrones (PRR) localizados en la
superficie de las células fagociticas participan directamente en la internalizaciéon de
microorganismos mediante el reconocimiento de PAMP microbianos. Otros PRR —

incluidos varios expresados en membrana y en compartimentos intracelulares—
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activan rutas de sefalizacion que favorecen la produccién de mediadores
inmunomoduladores, como citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) y
otros mediadores como las prostaglandinas. Ademas, los patrones moleculares
asociados a dano (DAMP), también conocidos como alaminas, actuan como
sefales endogenas que se liberan tras dano celular estéril y desempefian un papel
clave en la induccion y amplificacion de la respuesta inflamatoria innata (Paniagua
et al., 2017).

A diferencia de la inmunidad innata, existen respuestas inmunitarias que se activan
con la exposicion a microorganismos infecciosos, cuya eficacia y alcance aumentan
con cada exposicion repetida al mismo microorganismo. Debido a que esta forma
de inmunidad surge en respuesta a una infeccién y se adapta a ella, se conoce
como inmunidad adaptativa. Los componentes principales de esta inmunidad son
células llamadas linfocitos y sus productos de secrecion, los anticuerpos. Por otro
lado, las sustancias extranas que desencadenan una respuesta inmunitaria
especifica o que se convierten en el objetivo de dicha respuesta se denominan
antigenos (Abbas et al, 2022).

Inmunidades innata y adaptativa
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Figura 1. Inmunidades innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata proporcionan la
defensa de manera inmediata e inespecifica contra las infecciones o agentes patégenos, mientras

que la inmunidad adaptativa aparece después de algunas horas y requieren la activacion especifica
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de los linfocitos (Abbas et al., 2022).

1.1.2 Distribucién de los linfocitos

Los linfocitos se encuentran en distintos érganos del cuerpo humano y circulan entre
los organos linfoides primarios (timo y médula d&sea), los dérganos linfoides
secundarios (como el bazo, los ganglios linfaticos, las amigdalas y las placas de
Peyer), asi como en o6rganos no linfoides como la sangre, los pulmones y el higado
(Figura 2). Los linfocitos presentes en la sangre periférica representan solo el 2%
del total de linfocitos en el organismo de adultos jovenes, un porcentaje que no solo
varia con la edad, sino también con otros factores como el género, la raza, la
medicacion y ciertos aspectos ambientales, tales como el estrés, la actividad fisica,

el ritmo circadiano y factores relacionados con el estilo de vida. (Blum et al., 2007).

Distribucion de los linfocitos en los distintos 6rganos
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Figura 2. Distribucion de los linfocitos en los diferentes érganos. La mayor cantidad de linfocitos se

encuentra en los nodos linfoides y el bazo, mientras que en la sangre circulante Unicamente se
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encuentra aproximadamente solo el 2% (Tomada y modificada de Blum et al., 2007)

La inmunidad especifica se basa en la identificacién de moléculas conocidas como
antigenos, es decir, sustancias (como aquellas de virus, bacterias y de la superficie
de diversas células) que poseen patrones quimicos distintos a los del organismo.
Este proceso de reconocimiento permite discriminar entre lo propio y lo ajeno, entre
lo inofensivo y lo dafiino, asi como entre lo neoplasico y lo normal, y ademas incluye

la capacidad de generar memoria inmunoldgica y apoptosis.
El sistema inmunitario esta compuesto por:

e Células linfoides: linfocitos B, T y NK.

e Células presentadoras de antigenos: como los macrofagos y las células
dendriticas, que presentan antigenos a los linfocitos.

e Células fagociticas: que incluyen leucocitos, neutréfilos, monocitos y
macroéfagos.

e Células secretoras de sustancias letales: como los leucocitos eosindfilos,
baséfilos y mastocitos, que se distribuyen en los 6rganos linfoides y tejidos

conjuntivos (Ruiz et al., 2017)

1.1.3 Tipos de respuestas inmunitarias adaptativas

1.- Inmunidad humoral: se basa en anticuerpos circulantes del tipo
inmunoglobulina, presentes en la fraccion globulina de las proteinas plasmaticas.
Las inmunoglobulinas son producidas por diversas formas de linfocitos B llamados
células plasmaticas, que activan el sistema de complemento y neutralizan los
antigenos (Figura 3). Esta inmunidad es fundamental para la defensa contra
infecciones bacterianas (antigenos bacterianos extracelulares) y macromoléculas
extracelulares libres. Ademas, en este tipo de inmunidad se generan clones de
linfocitos B de memoria, programados para responder ante una segunda exposicion

al mismo antigeno ((Barrett et al., 2020), (Paniagua et al., 2017)).

2.- Inmunidad celular: Mediada por linfocitos T, esta inmunidad es responsable de

generar reacciones alérgicas tardias y del rechazo de tejidos trasplantados (Figura
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3). También desempefia un papel crucial en la defensa contra infecciones causadas
por virus, hongos y ciertas bacterias, como el bacilo de la tuberculosis (Barrett et al.,
2020).

Existen 2 tipos principales de linfocitos T:

e T citotoxicos: Los linfocitos T citotdxicos, que presentan la glicoproteina
CD8, atacan y eliminan las células que llevan el antigeno que los activo. Esto
lo logran insertando perforinas que forman poros en la membrana de las
células objetivo e inducen apoptosis.

Existen cuatro tipos principales de linfocitos citotdxicos, que varian en sus
receptores y funciones: los linfocitos T af3, los linfocitos T yd, los linfocitos NK
y los linfocitos NKT (Rohana, 2016).

e T cooperadores / efectores: Los linfocitos T cooperadores o efectores, que
presentan la glicoproteina CD4, potencian la respuesta de otras células
inmunitarias, como los linfocitos B, encargados de producir anticuerpos. Se
reconocen al menos cuatro subtipos principales de estos linfocitos T
cooperadores:

- TH1 (T helper 1): Secretan interleucina-2 (IL-2) e interferén y, y estan
principalmente involucrados en la estimulacion de la inmunidad celular.

- TH2: Secretan IL-4 e IL-5 y colaboran principalmente con los linfocitos B en
el ambito de la inmunidad humoral.

- THA17: Son activadas en respuesta a infecciones bacterianas, producen IL-6
e IL-17 y participan en el reclutamiento de neutréfilos. También estan
implicadas en respuestas inflamatorias perjudiciales en enfermedades

autoinmunes.

Treg (T reguladoras): Producen IL-10 para atenuar las respuestas inmunitarias

impulsadas por los linfocitos T (Barrett et al., 2020).
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Figura 3. Tipos de inmunidad adaptativa. En la inmunidad humoral participan los linfocitos B, mientras

que, en la inmunidad celular participan los linfocitos T (Abbas et al., 2022).

1.2 Generalidades de la histamina

1.2.1 Sintesis y estructura

La histamina (2-[4-imidazolil] etilamina) es una amina bioactiva que se forma a partir
de la descarboxilacion de su aminoacido precursor (Figura 4), la histidina, en una
reaccion enzimatica descubierta en 1907 por Windaus y Vogt, en la que interviene
la enzima L-histidina descarboxilasa (Comas-Basté et al., 2020)
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Por su estructura quimica y grupos funcionales, la histamina se clasifica como una
amina heterociclica, compuesta por un anillo de imidazol y una etilamina, este ultimo

un compuesto organico que aporta un grupo funcional en forma de amina primaria.

O
</N OH L-histidine decarboxylase (Np
HN I NH, pyridoxal 5'-phosphate \ HN NH,
(cofactor) co
L-histidine ? Histamine

Figura 4. Sintesis de la histamina por una descarboxilaciéon de su aminoacido precursor (Comas-

Basté et al, 2020).

1.2.2 Funcién

La histamina se sintetiza y almacena en altas concentraciones dentro de granulos
secretores, principalmente en basdfilos y mastocitos, asi como en células
enterocromafines del estbmago, ganglios linfaticos y el timo (Comas-Basté et al.,
2020).

La histamina realiza diversas funciones fisiopatoldgicas a través de cuatro tipos
especificos de receptores acoplados a proteinas G: los receptores de histamina H1
a H4. El receptor H1 (H1R) se encuentra ampliamente distribuido en distintos
tejidos, incluyendo células del musculo liso bronquial y vascular (Moriguchi et al.,
2020)

En el estbmago, las células ECL gastricas liberan histamina en respuesta a la
estimulacién por gastrina y acetilcolina. La histamina liberada se une al receptor H2
en las células parietales, activando asi la secrecion de acido gastrico. Diversos
estudios han demostrado que la histamina también tiene wuna funcion
inmunomoduladora a través de la sefalizacion del receptor H2 (H2R) (Moriguchi et
al., 2020).

Los procesos inmunolégicos constituyen el principal mecanismo fisiopatoldgico para
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la liberacién de histamina desde mastocitos y baséfilos. Cuando estas células han
sido sensibilizadas por anticuerpos IgE adheridos a sus membranas, se
desgranulan rapidamente al entrar en contacto con el antigeno correspondiente;
este tipo de liberacion también depende de energia y calcio. La desgranulacién
provoca la liberacion simultanea de histamina, trifosfato de adenosina (ATP) y otros
mediadores almacenados en los granulos. La histamina liberada de esta manera
actua como mediador en reacciones alérgicas inmediatas (tipo 1), como la fiebre del
heno y la urticaria aguda. Ademas, las sustancias liberadas durante las reacciones
inmunes mediadas por IgG o IgM, que activan la cascada del complemento, también

provocan la liberacion de histamina desde mastocitos y basofilos. (Katzung, 2024)

El receptor H3 de histamina (H3R) actua como un autorreceptor inhibidor en la
membrana presinaptica de las neuronas del sistema nervioso central, reduciendo la
liberacién de histamina y otros neurotransmisores como el glutamato, GABA,
dopamina, noradrenalina y acetilcolina. En el sistema nervioso central, la histamina,

a través de la actividad de H3R, regula la excitacion y la cognicion.

Ademas, se ha descrito el papel de H3R en la respuesta inflamatoria del sistema
nervioso, donde participa en el control neurogénico de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica y la respuesta inflamatoria, ayudando asi a reducir la inflamacién

excesiva en el sistema nervioso central (Moriguchi et al., 2020).

La histamina es uno de los principales mediadores en la anafilaxia tanto en humanos
como en ratones, ademas de desempefar un papel importante en la respuesta
inmune al influir en la secrecion de citocinas, la proliferacién de células T y las

funciones de las células presentadoras de antigenos (APC) (Musio et al., 2006).

El receptor H4 de histamina (H4R) se expresa principalmente en células
inmunocompetentes, como mastocitos, eosindfilos, monocitos, células dendriticas y
células T. El receptor H4 facilita la quimiotaxis de células inmunes y participa en las
respuestas alérgicas e inflamatorias. Se ha comprobado que los antagonistas de
H4R poseen efectos antiinflamatorios y antialérgicos en modelos preclinicos de

asma, colitis, dermatitis y artritis.
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1.2.3 Accion

Los principales sitios de accion de la histamina se encuentran en la piel y el cerebro,
y su efecto varia en cada uno. En la piel, la histamina es liberada principalmente por
mastocitos y se une a los receptores H1 en las células endoteliales de los
microvasos, |0 que provoca picazon, ronchas y enrojecimiento, como ocurre en la
urticaria. En el cerebro, en cambio, la histamina es liberada por neuronas activadas
(neuronas histaminérgicas) y actua sobre los receptores H1 en areas como el
cerebro, el cerebelo y la médula espinal, funcionando como neurotransmisor. Esto
genera efectos fisioldgicos clave, como el mantenimiento del estado de alerta, el
incremento de la actividad locomotora, el fortalecimiento de la memoria y el
aprendizaje, la supresion del apetito y la reduccion de las convulsiones (Fukasawa
et al., 2022)

Los mastocitos y baséfilos son las principales fuentes celulares de histamina. En
estas células, la L-histidina es convertida en histamina a través de una
descarboxilacién realizada por la enzima histidina descarboxilasa (HDC) en el
aparato de Golgi; posteriormente, la histamina se almacena en granulos
citoplasmaticos. Los mastocitos y basdfilos se sensibilizan y luego se degranulan,
liberando histamina. Se ha comprobado que los mastocitos se encuentran en la piel,
los intestinos y otras areas, lo que indica una alta concentracidn de histamina en

estas zonas (Zhao et al., 2022).

1.2.4 Metabolismo de la histamina

La histamina se metaboliza a través de dos rutas principales: mediante la accion de
la enzima histamina-N-metiltransferasa (HNMT) y la desaminacién oxidativa
mediada por la DAO. Bajo la accion de HNMT, una porcién menor de la histamina
se transforma en N-metilhistamina, que posteriormente se convierte principalmente
en acido N-metilimidazolio acético con la ayuda de la monoaminooxidasa (Figura
5). La mayor parte de la histamina, sin embargo, se transforma en acido imidazol
acético con la intervencion de DAO. Aproximadamente dos tercios de este acido

imidazol acético se une a ribosa y se elimina en la orina, mientras que el resto se
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excreta sin modificacion. Alrededor del 2-3% de la histamina se excreta sin cambios
en la orina. HNMT es una lipoproteina soluble intracelular, encargada de procesar
la histamina dentro de las células, mientras que DAO es una proteina secretada,

responsable de la eliminacién de la histamina en el espacio extracelular.

Ademas, se ha encontrado que el alcohol, especialmente el vino tinto, y el
acetaldehido pueden incrementar la liberacion de histamina enddgena e interferir
de manera competitiva con la enzima acetaldehido deshidrogenasa, reduciendo la
velocidad de metabolismo de la histamina, lo que contribuye a elevar los niveles de

histamina en el organismo (Zhao et al., 2022).
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Figura 5. Se conocen dos vias metabdlicas principales de la histamina en humanos, que involucran
las enzimas diaminooxidasa (DAO) e histamina-N-metiltransferasa (HNMT) (Comas-Basté et al,
2020).
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1.3 Patologias asociadas a la desregulacion de histamina sobre los linfocitos

1.3.1 Histamina en Cancer y cancer de mama

Niveles elevados de histamina y de receptores de histamina (H1R-H4R) se han
encontrado en diversos tipos de células tumorales y en células del microambiente
tumoral, lo que sugiere su rol en la progresion tumoral. La histamina es uno de los
principales mediadores involucrados en las respuestas inflamatorias e inmunitarias.
Sus principales fuentes celulares incluyen mastocitos, baséfilos, neuronas
histaminérgicas y células enterocromafines gastricas, aunque también se liberan

pequefas cantidades desde células epiteliales y células T.

Asimismo, la presencia elevada de histamina y de sus receptores en multiples tipos
de cancer apunta a su participacion en la compleja biologia del cancer (Comas-
Basté et al., 2020).

Se han encontrado concentraciones elevadas de histamina en varias neoplasias
malignas humanas, como el cancer colorrectal, de mama y el melanoma maligno,
asi como en numerosos carcinomas experimentales, lo cual sugiere que la
histamina juega un rol en la biologia del cancer. Ademas, los niveles de histamina
en sangre de pacientes con tumores sélidos recién diagnosticados son casi tres
veces superiores a los de individuos sanos o con enfermedades no cancerosas.
Tras la extirpacion quirurgica de la neoplasia maligna, los niveles de histamina
permanecen elevados durante aproximadamente dos meses, normalizandose tres
meses después de la cirugia. Estos hallazgos indican que la sintesis de histamina

podria incrementarse en presencia de un tumor (Comas-Basté et al., 2020).

Dentro de la complejidad del cancer, es fundamental que las terapias efectivas se
dirijan a los diversos participantes moleculares presentes en un tumor, asi como a
sus interacciones especificas con el microambiente tumoral. En este contexto, la
histamina, un compuesto con multiples funciones, podria representar un agente
terapéutico prometedor en la lucha contra el cancer. La aprobacion del diclorhidrato
de histamina en Europa para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda,
administrado en combinacion con el inmunoterapéutico IL-2, respalda la

investigacion de esta amina biogénica como un coadyuvante en estrategias
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terapéuticas para otros tipos de cancer (Zhao et al., 2022).

1.3.2 Enfermedades alérgicas

Las enfermedades alérgicas, como el asma bronquial, la rinitis alérgica y la
dermatitis atopica, estan estrechamente asociadas a una respuesta inmune
polarizada hacia el perfil Th2, en la cual la histamina cumple un papel central.
Durante la activacion de mastocitos y baséfilos, se libera gran cantidad de
histamina, que interactua principalmente con los receptores H1 y H2 expresados en
linfocitos T. Esta senalizacion favorece la diferenciacion hacia el fenotipo Th2,
caracterizado por la produccion de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Dichas
citocinas promueven la activacion de eosindfilos y células B, asi como la sintesis de
inmunoglobulina E (IgE). La IgE, al sensibilizar nuevamente a los mastocitos,

establece un circuito de retroalimentacion que amplifica la respuesta alérgica.

Ejemplo clinico: En pacientes con asma alérgico se ha observado un aumento en la
expresion de receptores H1 en linfocitos CD4+ presentes en las vias respiratorias,
lo que contribuye a una inflamacién mas intensa y a la exacerbacién de los sintomas
(Akdis et al., 2003).

1.4 Enfermedades autoinmunes
En condiciones autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES) o la

esclerosis multiple (EM), se ha observado que los receptores de histamina,
principalmente H2 y H4, estan involucrados en la regulacién de la activacion de

linfocitos autorreactivos.

Una estimulacion exacerbada de estos receptores puede iniciar alteraciones en la
expresion de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) en las
células presentadoras de antigenos. Este fenomeno facilita la presentacion de
autoantigenos, lo que favorece la activacion sostenida de linfocitos T autorreactivos

y contribuye a la progresion del proceso autoinmune.

En el contexto del LES, se ha identificado que la IL-10, aunque tradicionalmente
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considerada una citocina antiinflamatoria, puede tener un papel dual, contribuyendo
tanto a la regulaciéon como a la promocion de respuestas autoinmunes, dependiendo

del contexto inmunoldgico ((Del Rio et al., 2012), (Aldossari et al., 2023)).

1.5 Sindrome de Activacion de mastocitos (MCAS)
El sindrome de activacidon mastocitaria (MCAS, por sus siglas en inglés) es un

trastorno inmunoldgico caracterizado por la liberacidon inapropiada o excesiva de
mediadores inflamatorios —principalmente histamina, pero también triptasa,
prostaglandinas y leucotrienos— por parte de los mastocitos. Esta desregulacion
puede afectar diversos sistemas del organismo, como la piel, el tracto
gastrointestinal, el sistema cardiovascular y el sistema nervioso, produciendo un

conjunto de manifestaciones clinicas de caracter multisistémico.

Ademas de sus efectos locales en los tejidos, la histamina también modula la
respuesta inmunitaria adaptativa. A través de la activacion del receptor H4, puede
influir en la migracion y el reclutamiento de linfocitos T y B hacia sitios inflamados,
promoviendo respuestas inmunes desorganizadas que pueden asemejarse a las

observadas en enfermedades alérgicas y en ciertos trastornos autoinmunes.
Las manifestaciones clinicas frecuentes en el MCAS incluyen:

e Urticaria crénica y angioedema

e Sintomas gastrointestinales, como diarrea, dolor abdominal y nduseas

e Episodios de hipotensién y taquicardia, caracteristicos de la activacion sistémica de
mastocitos

e Alteraciones neurocognitivas, cominmente descritas como “niebla mental”

El MCAS comparte caracteristicas clinicas con enfermedades autoinmunes y
alérgicas, lo que puede dificultar su diagnéstico. Por ello, su reconocimiento,
diferenciacién y abordaje adecuado son fundamentales para mejorar el manejo
clinico y la calidad de vida de las personas afectadas (Valent et al., 2012; Ozdemir
et al., 2024).
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1.5.1 Intolerancia a la Histamina

La intolerancia a la histamina no es una respuesta inmunoldgica tipica, sino una
deficiencia en la degradacion de histamina, principalmente por baja actividad de la
enzima diamina oxidasa (DAO) en el intestino delgado. Esta enzima es responsable
de metabolizar la histamina exdgena proveniente de alimentos o producida por la
microbiota intestinal. Cuando la actividad de la DAO se ve comprometida, ya sea
por factores genéticos, enfermedades gastrointestinales, disbiosis o ciertos
medicamentos, se produce una acumulacion de histamina en el organismo, lo que

puede desencadenar una variedad de sintomas.

El exceso de histamina en el organismo puede afectar el sistema inmunoldgico,
modulando la inmunidad innata y adaptativa. A través de receptores especificos
como el H4, influencia en la activacién de linfocitos T, B, y otras células inmunitarias
como células dendriticas y monocitos, lo que puede dar lugar a respuestas

inmunitarias disfuncionales y exacerbar condiciones inflamatorias subyacentes.

La intolerancia a la histamina se presenta con sintomas como urticaria, migrafas,
fatiga, y problemas gastrointestinales, confundiéndose a menudo con alergias o
enfermedades autoinmunes. El manejo implica una dieta baja en histamina y posible
suplementacién con DAO, lo que requiere una evaluacion médica adecuada para

un diagndstico correcto (Shulpekova et al., 2021; Branco et al., 2018).

1.6 Técnicas de extraccion de linfocitos de sangre periférica a partir de las
técnicas de Ficoll-paque Plus, Histopaque y Percoll
Histoplaque-1077 es ideal para aplicaciones clinicas o diagndsticas donde se

requiere un meétodo rapido, estandarizado y reproducible con minima manipulacion.

Percoll es mas adecuado para trabajos de investigacion donde se necesita
flexibilidad, mayor control del gradiente, o separacion de subpoblaciones celulares

especificas.

Ficoll paque plus se utiliza principalmente para el aislamiento de células

mononucleares (linfocitos y monocitos) de la sangre humana, para estudios in vitro.
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Estos son los tres medios de gradiente de densidad mas utilizados para la

separacion de células mononucleares como linfocitos.

A continuacién, se mencionaran sus similitudes y diferencias, basados en el

protocolo de uso y descripcion de Sigma-Aldrich.

Similitudes
Categoria Descripciéon
Uso en | Son ampliamente usados en cultivo celular, ensayos

investigacion

biomédica

inmunolégicos y estudios funcionales de infoctos.

Tipo de separaciéon

Los tres utilizan el gradiente de densidad para separar
células, aprovechando que cada tipo celular tiene una

densidad diferente.

Aplicacion en

inmunologia

Estos métodos se emplean para aislar células

mononucleares (linfocitos, monocitos) y excluir

Centrifugacion

Requieren centrifugacién sin freno a temperaturas
ambiente (~400 xg por ~30 minutos). En los tres casos, la
separaciéon ocurre tras una centrifugacion diferencial,
donde las células de interés forman un anillo en la

interfase del gradiente.

Resultado esperado

Los linfocitos se recuperan en la interfase del gradiente,

separados de eritrocitos y granulocitos.

Método no
citotoxico y
versatilidad

No destruyen las células, permitiendo que se mantengan

viables y funcionales para posteriores ensayos.

Aunque estos 3 métodos tienen diferentes densidades,
pueden ajustarse o seleccionarse segun el tipo de

muestra: sangre periférica, bazo, médula 6sea o timo.
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Caracteristica

Histopaque-1077

Percoll

Ficoll-paque

Composicion

Polisacarosa
(579g/L) +
Diatrizoato de

sodio (90 g/L)

Particulas coloidales
de silice recubiertas
con PVP

Polisacarido
hidrofilico  (Ficoll
400) + medio denso
(diatrizoato de

sodio)

Preparacioén

Listo para usar; no
requiere

preparacion previa.

Requiere
preparacion de
gradiente (por

ejemplo 70% y 30%)
con PBS y FBS o

albumina.

Listo para usar, no
requiere

preparacion previa.

Isoosmotico por | Se debe ajustar | Isoosmatico por
Osmolaridad formulacion manualmente la | formulacién
comercial osmolaridad  para | comercial
mantener la
viabilidad celular
Usado Mas flexibles para | Usado en
frecuentemente en | ajustes hematologia,
tipificacion ~ HLA, | personalizados en | inmunologia y
Aplicaciones . o : L
citometria basica y | investigacion trasplantes.
clinicas _
ensayos de rutina. | avanzada.
Similar a Ficoll, | Mas laborioso; | Puede arrastrar
pero menor | requiere plaquetas; limitado
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Limitaciones

estandarizacion

internacional.

del

gradiente, lo puede

preparacion

generar estrés

osmotico si no se

a densidad fija.

prepara
correctamente.
Gradiente de | Puede ser | Gradiente de
Tipo de densidad discontinuo o | densidad
gradiente discontinua continuo, segun se | discontinua
preformado requiera. preformado
Econdmico, facil | Gran flexibilidad en | Alta
Ventajas acceso, resultados | densidades permite | reproductibilidad,
comparables a | aislar distintos | estandar en
Ficoll. subtipos celulares. inmunologia clinica

e investigacion.
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2. Justificacion

La biomedicina, en tanto disciplina interdisciplinaria, busca desarrollar soluciones
que mejoren la comprension, diagnéstico y tratamiento de enfermedades,
integrando principios de la biologia, medicina, bioquimica, entre otras. Dentro de
este contexto, es fundamental la participacién activa por parte de los profesionales
de esta area en la investigacion biomédica basica, especialmente en tematicas
relacionadas con el sistema inmunoldgico, dado su papel central en la salud, asi
como en el desarrollo de enfermedades crénicas e inflamatorias.

La histamina, una amina bidbgena conocida principalmente por su participacion
en reacciones alérgicas e inflamatorias, también ejerce efectos moduladores sobre
diversas células inmunitarias, incluidos los linfocitos (Comas-Basté et al., 2020). Sin
embargo, los mecanismos precisos mediante los cuales la histamina influye en la
respuesta inmune aun no se comprenden completamente. Esta laguna en el
conocimiento limita el desarrollo de estrategias terapéuticas mas precisas en
enfermedades con componentes inmunolégicos, como las alergias, la
autoinmunidad o la tolerancia a la histamina.

El estudio del efecto de la histamina sobre los linfocitos desde la perspectiva de
la biomedicina es particularmente relevante, ya que permite abordar el fendmeno
desde una vision integradora y cuantitativa, utilizando herramientas experimentales,
analiticas y tecnoldgicas que pueden aportar nuevos enfoques a la inmunologia
celular.

Ademas, comprender estas interacciones contribuye a establecer parametros
fisiopatoldgicos utiles en el disefio de dispositivos diagndsticos, sistemas de cultivo
celular, modelos computacionales o terapias dirigidas.

Por tanto, esta investigacion no solo representa una aportacion al conocimiento
cientifico, sino que también refuerza el papel de la biomedicina como diciplina capaz
de generar soluciones innovadoras a problemas de salud complejos, consolidando
el perfil del profesional biomédico como puente entre la investigacién basica y la

aplicacion clinica.
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3. Planteamiento del problema

La histamina es una amina biégena reconocida por su papel en reacciones alérgicas
y anafilacticas; sin embargo, también participa de manera activa en la regulacién
del sistema inmunitario. Sus efectos se ejercen a través de receptores especificos
(H1, H2, H3 y H4), expresados en diversas células inmunitarias, incluidos los
linfocitos T y B. Estas células son esenciales en la inmunidad adaptativa: los
linfocitos T coordinan las respuestas celulares y reguladoras, mientras que los

linfocitos B producen anticuerpos responsables de la inmunidad humoral.

Diversos estudios sugieren que la histamina puede modular procesos como
la proliferacion, la diferenciacion y la secrecion de citocinas en linfocitos.
Dependiendo de la concentracion, el tipo de receptor y el microambiente, puede
inducir respuestas proinflamatorias, favorecer perfiles Th2 vinculados a alergias, o
incluso promover mecanismos de tolerancia e inmunosupresion mediados por
células reguladoras. No obstante, el conocimiento actual sobre esta modulacién en

condiciones fisioldgicas y patolégicas es poco integrativo.

La falta de claridad en los mecanismos mediante los cuales la histamina
influye en los linfocitos representa un obstaculo para comprender fendmenos
inmunologicos de manera integral, lo cual limita, su modulacion como un blanco
terapéutico eficiente en patologias como alérgicas, autoinmunes, inflamatorias

cronicas y procesos oncologicos.

En este contexto, surge la necesidad de investigar de qué manera la
histamina regula la funcion de los linfocitos T y B, tanto de manera aguda como de
manera croénica, con el fin de aportar evidencia que contribuya a una comprension
mas integral de los mecanismos de control inmunoldgico y abra la posibilidad de

explorar nuevas estrategias diagnosticas y terapéuticas.
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4. Hipotesis Metodologica
El aislamiento y cultivo de linfocitos obtenidos de bazo de raton mediante tres
técnicas diferentes: 1) la sugerida por la Dra. Hilda Gonzalez, De acuerdo con los
protocolos estandarizados del laboratorio de Inmunoterapia del Centro de
Investigaciones Sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud
Pudblica, 2) la sugerida por Chaves et al, 2018 y 3) la Técnica de Ficoll (Godoy,
2019), sin estimulantes adicionales ofrecen la misma cantidad de linfocitos para su

posterior estudio.

4.1 Objetivo de la hipotesis Metodoldgica

1. Validar el aislamiento, viabilidad y numero de células mononucleares (entre
ellas los linfocitos) en cultivos obtenidos del bazo de ratén comparando tres
técnicas diferentes.

2. Contabilizar el numero de células mononucleares (entre ellas los linfocitos)
haciendo uso de la Tincién por Azul Tripan y la camara de Neubauer.

3. Determinar si alguna de las tres técnicas sugeridas para aislamiento y cultivo

de linfocitos es mejor que las otras dos.

4.2 Hipotesis Cientifica

Los linfocitos cultivados a partir de bazo de ratén siguiendo la técnica de Chaves et
al., 2018 sin estimuladores adicionales, aumentan su numero ante la exposicion a

Histamina.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General
Validar el aislamiento y funcionalidad metabdlica de linfocitos obtenidos del bazo de

raton y evaluar el efecto sobre estos ante la aplicacion de Histamina.
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5.2 Objetivos Particulares

1. Comprobar morfolégicamente, mediante frotis y la tincion de Wright, el
aislamiento adecuado de las células mononucleares (entre ellas los
linfocitos).

2. Realizar cultivos de 24 h,48 h, 4 y 7 dias de las células mononucleares
aisladas del bazo de raton.

3. Validar la viabilidad de las células mononucleares (entre ellas los linfocitos)
de bazo de ratébn mediante la técnica de MTS.

4. Evaluar la expansion clonal de linfocitos aislados ante la aplicacion de

histamina a través de la técnica de MTS.
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6. Material y métodos

6.1 Normativa bioética

Todos los experimentos que se realizaran en este protocolo se sujetan a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la cual habla acerca de las especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, tomando
en consideracion los apartados de movilizacién, técnicas experimentales, eutanasia
y medidas de bioseguridad y salud ocupacional para el personal involucrado con la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Asi como también el uso
de la Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA1-1993, la cual establece las
especificaciones sanitarias de los medios de cultivo, esterilizacion, especificaciones
y etiquetado. Asimismo, se respetaron los lineamientos del Bioterio establecidos por
el Centro de Investigaciones Sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional
de Salud Publica.

6.2 Técnica de Wright
La técnica de Wright es una tincién hematolégica, que facilita la diferenciacion de

los tipos de células presentes en la muestra de sangre a estudiar.

Esta técnica se realizé en todos los experimentos, en 3 ocasiones; la primera, fue
una vez macerado el bazo, se tomd una gota de muestra, se colocd en un
portaobjetos para posteriormente realizar un frotis y en seguida la tincion de Wright;
la segunda, se realiz6 posterior a los lavados y centrifugaciones correspondientes,
es decir, una vez que se habian eliminado restos de otras células que no fueran
mononucleares; y la ultima, se realizdé una vez cultivados los linfocitos con RPMI
10%.

De manera breve, esta tincion consistio en; dejar secar el frotis realizado, cubrir con
metanol y dejar secar a temperatura ambiente, una vez seco se agrego colorante
de Wright, durante 15 minutos, posteriormente se lavé de manera delicada con agua

del lavabo y se dejo secar a temperatura ambiente.

Finalmente, para fijar se agregd una gota de aceite de inmersion en el campo mas

azul del portaobjetos y se coloco el cubreobjetos.
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6.3 Obtencion y cultivos de linfocitos
Para este trabajo, primero, se probaron 3 distintos protocolos para la obtencion de
linfocitos de bazo de ratén, utilizando un ratén Mus musculus cepa C57BL/6 de entre
10-12 dias de edad por protocolo. El primero, proporcionado por la Dra. Hilda

Gonzalez; el segundo de (Chaves et al, 2018) y el tercero de (Godoy, 2019).
Descriptivos

PROTOCOLO 1:

Los pasos para seguir se muestran sintetizados en la siguiente imagen y se

describen a continuacién de la misma

PROTOCOLO 1

¥

¥

Extraer bazo de raton y Remover exceso de tejido Culuc ar  en lbo con

colocar en tube con PRS + canactivo ¥ lavar con PBS + colagenasa cortar on

Al AR, perjuafias mneq & incubar
1 hr.

: | .
I E— D |
E £ -
| — 1
Pasar solucién por filtro de Colocar en un tuba nuevo Centrifugar 430 g por 3 Resuspender palel en 1 ml
4D um con y lavar 2 verss con minutos de Buffer ACK o incubar on
BSA 0.1% en PBS estéril. hiela por 10 min.

- |
N r‘@ —
—
n' 5 Centrifugar a 450 ar § Cultwar a |ﬁ concemracmn
Centrifugar a 430 g por 5 min. ¥ 'E.qu.qpend.—’!r gpﬁn an dessada,

min. v resuspandar pelat en R10
T ml BSA 0.1% en PES ’
esléril,

Created in BioRender.com bio

1.- Se anestesi6 al raton y posteriormente se realizé una dislocacion cervical como

segundo método de eutanasia. Luego, se desinfectd con etanol al 70%, la zona
cercana a la incision en el costado izquierdo del animal. Bajo una técnica aséptica,
se realiz6 una incision vertical de aproximadamente 1.5 cm en el cuadrante
abdominal superior izquierdo, justo por debajo de las costillas. Cuidadosamente se

extrajo el bazo, y se elimind todo el tejido conectivo o grasa que tuviera adherido.
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2.- El bazo se transfirid a un tubo con 1 ml de PBS 1x estéril mas 10% de antibidtico

(estreptomicina)

3.- En un gabinete de bioseguridad, se coloco el bazo en una placa Petri estéril y se
le removio el exceso de tejido conectivo con las pinzas. Posteriormente, se lavo con
PBS 1x + AB

4.- Una vez lavados, el bazo se colocé en un tubo con 1 mg/ml de colagenasa |, y
con ayuda de unas tijeras de tritura, dejandolo en piezas pequefias, y este se incuba
1 hra 37°c.

5.- Esta suspension, se paso por un filtro de 40um, recolectandola en un tubo nuevo
6.- Se lavo 2 veces, agregando 1 ml de BSA al 0.1% en PBS 1x estéril
7.- Se centrifug6 a 450 g durante 5 min.

8.- El pélet se resuspendioé en 1 ml de Buffer de lisis de glébulos rojos (ACK), la cual

contiene: KHCOs3, NH4Cl y Na2EDTA; y se dej6 en hielo durante 10 minutos.

9.- Se centrifugod el tubo a 450g por 5 min y se re suspendio el pélet en 1 ml de BSA
0.1% en PBS 1x estéril.

10.- Se Centrifug6 el pélet a 450g por 5 min y se re-suspendié en 1-2 ml de medio
R10 (Medio RPMI + 10% SFB).

11.- Las células se incubaron a 37°c , 5% CO»

PROTOCOLO 2:

Los pasos para seguir se muestran sintetizados en la siguiente imagen y se

describen a continuacion de la misma
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PROTOCOLO 2
_a & a q
_// i D
— i [ ——
o Extracr  bazo  del IMacerar-drgana con =
ratén y transfarir a tamiz y agregar 4 ml Centrifugar p 100g » 10
tubo eppendarf de solucion #2 min

2 r\p@ > —> — .

. = e ——
. A4 Centrifugar a 100g % 10 Retirar sobreradants ¥ Cen:riﬂgﬁr & 100g » 10
Retirar  sobrenadante min resuspender  en 4 ml de min
resuspender en 4 ml de solucian ACK por 10 min
solucion #2
l
=3 . = P
— =i
= e u‘ — k. 4 . . .
L = . Transfarir  a  caja  de
. e - Retirar “gobrenadante ¥ ~ltivo e Incubs
Ratirar sohrenadante ¥ Centrifugar a 100g x 10 resuspender en 7 mi dagmadio culliva e incubar,
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solucion #2

1.- Se realiz6 el mismo procedimiento del paso 1 del protocolo anterior.

2.- El bazo se transfirié a un tubo estéril eppendorf con 1 ml de la solucién #1( la

cual contenia RPMI + 5% de penicilina-estreptomicina).

3.- Se macero6 el érgano a través de un tamiz de 100 um y se agregaron 4 ml de
solucién #2, (la cual contenia: PBS 1x estéril + 2% de SFB + 2 mM de EDTA)

4.- Se centrifugd a 100g por 10 min. (este procedimiento 2 veces).

5.- Se retird sobrenadante y el pélet se resuspendio en 4 ml de solucion ACK por 10

min., y se centrifugd a 100g por 10 min.

6.- El pélet se resuspendié en 4 ml de solucion #2,y se centrifugé a 100g por 10
min

7.- Se retird el sobrenadante y se resuspendio el pélet en 2 ml de medio R10 (medio

RPMI + 10% SFB).

8.- Se cultivé en una placa, dividiéndolo en 2 pozos, e se incubd a 37°c , 5% CO-.

PROTOCOLO 3:
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Los pasos para seguir se muestran sintetizados en la siguiente imagen y se

describen a continuacion de la misma

i % e o)
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Y iﬁ
Transferir a caja da cultivo F{etlrar sobrenadante  y
& incubar |esu_spender en 2 ml da
E10
Created in BioRender.com bio

1-3: Estos 3 pasos, se realizaron igual que el protocolo 2; unicamente, en lugar de

ser con solucion #2, fue con la #3, que contenia: PBS 1x estéril + 3% SFB.

4.- En un tubo nuevo, se agregaron 3 ml de ficoll, siguiendo el protocolo de ficoll (
3ml ficoll x 4 ml de sangre); y se le fue agregando poco a poco la solucién anterior,

sin que se mezclen.
5.- Se centrifug6 a 400g por 30 minutos.

6.- Se tomd la capa de mononucleares (segunda capa), se transfirié a un tubo nuevo
estéril, y se le agregé 5 ml de la solucién #3 y se centrifugé a 2000 rpm por 5

minutos.

7.- Se retird el sobrenadante y el pélet se resuspedio en 1 ml de medio R10 (medio
RPMI + 10% SFB).

8.- Se cultivé en una placa de 6 pozos, e incubo a 37°c, 5% CO,

De los tres protocolos, en el protocolo 1 hubo muy poca recuperacién, se estima
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que de un 5 al 10% de linfocitos normalmente encontrados en el bazo de raton.

En el protocolo 2, se contaron con azul tripan y una camara de Neubauer (dilucion
1:1), un aproximado de 38.8 millones de células con el 78% de viabilidad (viabilidad
normal); mientras que, para el protocolo 3, fueron 4.74 millones con el 97% de

viabilidad (excelente viabilidad).

Después de los resultados obtenidos, se determind usar el protocold 2 para este

trabajo, ya que es con el que mas células se recopilaron y mejor viabilidad obtuvo.

De estos 3 protocolos probados, en base a los resultados obtenidos, decidimos

qguedarnos con el protocolo 2 para la evaluacion con histamina.

Se llevo a cabo el protocolo 2 en 6 ratones, divididos en 2 rondas (3 ratones en cada

una).

6.4 Evaluacion del efecto de histamina sobre los linfocitos cultivados
Posterior a la separacion de los linfocitos, se dejaron en medio de cultivo, incubando
durante 2 horas, esto con el propésito, de que se asentara el mayor numero posible,

de todas aquellas células que no fueran linfocitos.

Posteriormente, con una micropipeta, se tomé todo el sobrenadante de la caja de
cultivo, sin tocar la base, y se colocé en un tubo de 5 ml. De ese sobrenadante, se
tomaron 10 pL y otros 10 pyL de azul tripan, se colocaron en una placa de cultivo
completamente limpia y esterilizada; se homogenizé la mezcla, se colocé en una

camara de Neubauer y se procedié al conteo bajo el microscopio.
De los 6 ratones utilizados, estos fueron los resultados:

Conteo de células mononucleares haciendo uso de la tincion azul tripan y la

camara de Neubauer.

Numero Células

de ratén Viabilidad obtenidas
1 81% 21.4x106
2 83% 1.42x108
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3 88% 11.5x10°
4 84% 23.24x10°
5 33% 1.30x10°
6 80% 22.4x108

RESULTADOS

Una vez contadas las células, la muestra se centrifugd a 100g durante 5 minutos,

se retird el sobrenadante, y el pélet se resuspendié en medio R10 en los siguientes

ml:

Numero de raton

MI de medio R10

1 3.5
2 2.5
3 2

4 5.8
5 600 pL
6 5.6

Se realizd un stock de histamina, tomando 450 pL de medio R10 + 50 uL de

histamina, teniendo asi una dilucién 1:10 y un volumen final de 500 pL.

De cada raton se incubaron 200,000 células por pozo, a excepcion del raton numero

2, de ese se incubaron 35,000 células por pozo debido a la baja cantidad de

linfocitos obtenidos. La incubacién se realizé en placas de 96 pozos, esto porque

este tipo de placas facilita la lectura con MTS que posteriormente se realizé.

Las incubaciones fueron a 24 hrs, 48 hrs, 4 dias y 7 dias. Para los primeros 3

ratones, se administraron concentraciones de 0, 50, 100 y 200 mM de histamina;

sin embargo, para los ratones 4, 5 y 6 se agregaron concentraciones extras debido

a la alta cantidad de células obtenidas. Las concentraciones fueron las siguienetes:
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0, 10 nM, 100 nM, 300 nM, 1000 nM, 3000 nM, 50 mM, 100 mM y 200 mM de
histamina.

Para poder incubar esa cantidad de células, se tomaron los siguientes uL de cada

muestra para cada pozo:

32.7
61.61
34.78
49.91
92.30

50

o O | W N| =

La distibucién de las células para incubar fue de la siguiente manera:
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24 horas
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6.5 Analisis de datos

Terminado el periodo de incubacién respectivo de cada placa, en la campana de

flujo laminar con la luz directa apagada, se le agregaron 20 uL de MTS a cada pozo,

con una micropipeta sin tocar el medio. La placa se envolvidé completamente en

papel aluminio y se regreso a la incubadora durante 2 horas.

Posteriormente, la placa se colocé en un lector de microplacas para medir la

absorbancia a una longitud de 490 nm.
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7. Resultados

7.1 Aislamiento de células mononucleares

Una de las caracteristicas principales del aislamiento y cultivo de linfocitos siguiendo
las sugerencias de Chaves et al., 2018 (método 2), es el uso de la solucion ACK, la
cual lisa los glébulos rojos, mientras que deja intactas a las células mononucleares

(leucocitos). En la Figura 6 se muestra el efecto de esta solucién.

Figura 6. Uso de solucion ACK. A) Muestra antes de usar ACK Lysing Buffer. Se
observan a simple vista abundantes eritrocitos e incluso una muestra de un color de un

poco mas turbia. B) Muestra después de usar ACK Lysing Buffer. Se evidencia la

eliminacion de eritrocitos.
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7.2 Frotis y Tinciéon de Wright de células mononucleares

El frotis y la tincion de Wright permite diferenciar los distintos tipos de células
sanguineas. Cuando esta tincion se realiza en muestras sin solucion ACK se
observan abundantes eritrocitos, mientras que al usar la solucion ACK disminuye

considerablemente el numero de eritrocitos (Figura 7).

En la Figura 7 se muestra un frotis pre y post ACK Lysing Buffer. En el inciso A se
observan abundantes eritrocitos que dificultan la visualizacion de las células
mononucleares, mientras que en el inciso B se aprecia la eliminacion efectiva de
eritrocitos, permitiendo una observacion mas clara de los linfocitos y otras células

mononucleares (monocitos en su mayoria).

A) B)

Figura 7. Tincion de Wright. A) Frotis pre-ACK. Se observan abundantes eritrocitos
(células rosaceas). B) Frotis post-ACK se observa una disminucién en el nimero de
eritrocitos (células rosaceas) y células mononucleares con mayor claridad (células moradas).
Las fotografias fueron tomadas con un Iphone 12 Pro con una camara de 12 MP en un
objetivo 10x y 100x en un microscopio compuesto marca Leica, modelo DM 1000.

7.3 Cultivos de células mononucleares

Los cultivos de las células aisladas se realizaron en periodos de 24 h, 48 h, 4y 7
dias en placas de 96 pozos. En la Figura 8, se muestra un cultivo de 48 h bajo
microscopio compuesto Marca Leica, modelo DM IL LED con un aumento de
objetivos de 10x y 100x. Se observa una alta densidad celular y diversidad
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morfologica tipica del aislamiento de células mononucleares.

A) | B)

Figura 8. Células mononucleares obtenidas con Método 2 y cultivadas por 48 horas. A)
Fotografia con objetivo 10X. B) Fotografia con objetivo 100X. En ambas imagenes se
observan células consistentes con lo esperado de células mononucleares. Las fotografias
fueron tomadas con un Iphone 12 Pro con una cdmara de 12 MP en un microscopio
compuesto Marca Leica modelo DM IL LED.

7.4 Conteo de células: Tincidén azul tripan y camara de Neubauer
La tincion de Azul Tripan y la camara de Neubauer nos permitié contar el total de

las células y distinguir por su coloracion a las células viables (transparentes) de

aquellas no viables (coloreadas de azul) (Figura 9).

Figura 9. Fotografia de células cultivadas por 2 horas y tefiidas con azul tripan. Con
flechas se muestran ejemplos de células contabililizadas como viables por su coloracion
transparente y con asteriscos ejemplos de células contabilizadas como no viables por su
coloracion azul. Las fotografias fueron tomadas con un Iphone 12 Pro con una camara de 12
MP bajo un microscopio compuesto marca Leica.
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A)
Protocolo millones de células % de viabilidad
1 1-1.5 50%
2 38.8 78%
3 4.74 97%
B)

@ MILLONES DE CELULAS
Protocolo 1 40

Protocolo 2
30

Protocolo 3

20

VIABILIDAD
10

Wi W A \& 1
P e——

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3

Figura 10. Viabilidad y nimero de células obtenidas. En A) se muestra la tabla de los
valores obtenidos del numero de células y del % de viabilidad celular de acuerdo con cada
uno de los tres Métodos evaluados. En B) se muestra el porcentaje de viabilidad celular, con
el método 3 se obtuvo mayor viabilidad celular (97 %) y el grafico del nimero de células
obtenidas, con el Método 2 se obtuvo el mayor nimero de células (38.8 millones).

Al realizar el aislamiento y cultivo de linfocitos con las tres técnicas obtuvimos
que con el Método 1 (Sugerido por la Dra. Gonzalez) se obtuvieron
aproximadamente 1 millén de células con un 50 % de viabilidad (Viabilidad baja).
Con el Método 2 (Tomado de Chaves et al., 2018) se obtuvieron aproximadamente
39 millones de células con el 78% de viabilidad (viabilidad normal). Con el Método
3 (Técnica de Ficoll) se obtuvieron aproximadamente 5 millones de células con el
97% de viabilidad (viabilidad excelente). Con respecto al numero de células y la
viabilidad, entre los 3 métodos, encontramos que el Método 2 ofrece
estadisticamente mayor numero de células, mientras que el Método 3 ofrece
estadisticamente mayor viabilidad (Figura 10). Por lo anterior en los siguientes
experimentos solo utilizamos el Método 2 (Tomado de Chaves et al., 2018), para

hacer el resto de los experimentos.
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7.5 Expansion clonal de linfocitos aislados y cultivados con Histamina

En condiciones control se obtuvieron 21 mediciones del dia1, 17 mediciones del

dia2, 12 mediciones del dia 4 y 12 mediciones del dia 7. Los valores promedio y el

error estandar de la DO obtenido para cada uno de los dias se muestran en la tabla

e imagen a continuacion (Figura 12):

A) B Descriptive Statistics ~|
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation
1 21 0 022752 0.03511
i 17 0 0187086 0.02923
4 12 0 027283 0.0814
7 12 0 073642 0.81031
il
0.751 o
DOO_SO_ o
0.251 Og%ﬁ% 0 oo
2% %%z @ TTon o o
1 2 4 7
Dia

Figura 12. En A) se muestra la

estadistica descriptiva de las

mediciones obtenidas en cada uno de los dias evaluados. En B) se

muestra un grafico de cajas

y bigotes (boxplot) de las

mediciones obtenidas de DO para cada uno de los dias, en

puntos blancos se muestra cada una de las mediciones

independientes, en el dia 7 hay dos valores que quedan fuera de la

grafica mostrada. Los valores de DO para el 7mo dia muestran una

diferencia signficativa con respecto al resto de los dias.
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Al evaluar si existia una diferencia en la medicion de DO con respecto a los dias,
obtuvimos que, si existe dicha diferencia, con un valor de p=.0005. El analisis
posthoc con la prueba de Tukey, mostro que existe diferencia significativa entre el

dia 7 y los dias 1,2, y 4.

- Overall ANOVA |

DF  Sum of Squares Mean Square F Value Prob=F
Model 3 25415 084717 6.6999 5584294E-4
Error 58 733378 012644
Total 61 9.87528

- Means Comparisons ~|
- Tukey Test |

Mean Diff SEM gValue Prob Alpha Sig

21 -0.03046 011601 037137 0.99359 0.05

41 0.04531 012868 049796 0.93487 0.05

42 0.07577 013407 079929 0.94198 0.05

71 0.50889 012868 550287 0.00118 0.05

72 053936 013407 568929 0O45665E-4 005

T4 0.46358 014517 451615 0.01186 0.05

RN N A T s

# Grouping Letters Table j

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0.05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0.05 level.

Debido a que esta evaluacioén fue hecha en cultivos celulares en condiciones control,
es decir, sin ningun farmaco adicional, podemos concluir que a partir del 4to dia las

células mononucleares comenzaron a aumentar.

7.6 Aplicacion de Histamina durante 1, 2 y 4 dias

Para determinar el efecto de histamina sobre los linfocitos de manera aguda y a
mediano plazo, aplicamos histamina a las concentraciones 10 nM, 100 nM, 300 nM,
1 UM, 3 uM, 50 uM, 100 uM y 200 uMA, durante 1 dia, 2 dias y 4 dias. Al realizar la
prueba ANOVA para evaluar el efecto de la histamina, encontramos que en ninguno

de los dias hubo efecto estadisticamente significativo, el valor de “p” para el dia 1

fue 0.74, el valor de “p” para el dia 2 fue 0.67 mientras que el valor de “p” para el
dia 4 fue 0.38. Esto muestra que la incubaciéon con histamina por si sola a corto
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plazo no afecta la cantidad de linfocitos. Los analisis estadisticos y el grafico

correspondiente a de cada uno de los dias se muestra en las figuras (13, 14, 15).

A)

B)

C)

- Descriptive Statistics |

N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
0 21 0 022752 0.03511 0.00766
0.01 B 0 022783 0.04273 0.01744
0.1 G 0 023867 0.05771 0.02356
0.3 G 0 023617 0.06255 0.02553
1 B 0 023383 0.0502 0.02049
3 6 0 0.236 0.06139 0.025086
50 16 0 025081 0.03435 0.00859
100 16 0 025125 0.0404 0.0101
200 16 0 024694 0.03652 0.00913
= ANOVA M
-1 Overall ANOVA |
DF  Sum of Squares Mean Square FValue  Prob=F
Model a 0.00923 000115 063468 074664
Errar a0 016364 0o0az
Total a8 07287
Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.
Alternative Hypothesis: The means of onse or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not significantly different.
0.4
031 o
)
[e] i oo
DO 2 °
&
0.2
80 5 CDO o O0
0.11
0 0.01 0.1 0.3 1 3 50 100 200

Histamina [uM]

Figura 13. Aplicaciéon de Histamina durante 24 h. En A) se muestra la estadistica

descriptiva de las mediciones obtenidas de DO en condiciones control y con

aplicacion de Histamina a las concentraciones pM indicadas. En B) Se muestra el

valor de la prueba ANOVA, no hubo diferencia significativa (p=0.74). En C) se
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muestra un grafico de cajas y bigotes (boxplot) de la DO para cada

concentracion, los puntos blancos representan las mediciones independientes.

A) =l Descriptive Statistics ~|
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
0 17 0 0.19706 0.02923 0.00709
0.0 i} 0 023233 0.07034 002872
01 G 0 0.219 0.05989 0.02445
03 i} 0 021967 0.05113 0.02087
1 i} 0 02275 0.08003 0.03267
3 6 0 023067 0.08092 0.03303
50 15 0 021733 0.04049 0.01046
100 15 0 0.2208 0.03132 0.00809
200 15 0 02312 0.03143 0.00811
B) = ANOVA -~
=1 Overall ANOVA hd|
DF  Sum of Squares Mean Square FValue  Prob>F
Maodel 8 001282 00016 072037 067298
Error a3 0.124G68 0.00223
Total a1 0.19751
Mull Hypothesis: The means of 3l levels are egusl
Alternative Hypothesis: The means of one or mare levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not significantly different.

C) 0.4
0.31
DO o
Gk
0.29 o o
§ e
0.11

0 0.01 01 0.3 1 100
Histamina [uM]

200 3 50

Figura 14. Aplicacion de Histamina durante 48 h. En A) se muestra

la estadistica descriptiva de las mediciones obtenidas de DO en

condiciones control y con aplicacién de Histamina a las concentraciones

MM indicadas. En B) Se muestra el valor de la prueba ANOVA, no
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hubo diferencia significativa (p=0.67). En C) se muestra un grafico de

cajas y bigotes (boxplot) de la DO para cada concentracién, los

puntos blancos representan las mediciones independientes.

A) - Descriptive Statistics |
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
0 12 0 027283 0.0814 0.0235
0.01 B 0 029417 0.04487 0.01832
0.1 B 0 029817 0.07339 0.032
0.3 6 0 0.251 007715 0.0315
1 B 0 028033 0.0751 0.03066
3 B 0 023217 0.042861 0.0174
50 10 0 03035 0.03973 0.01256
100 10 0 02872 0.04294 0.01358
200 10 0 0.3007 0.0515 0.01628
B) = ANOVA ~|
- Overall ANOVA |
DF  Sum of Squares Mean Square FValue  Prob=F
Model a 0.03253 0.00407  1.0884 0.38302
Error 63 0.23538 0.00374
Total 71 0.26792

Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.
Altzrnative Hypothesis: The masns of ons or more levels are differsnt.

At the 0.05 level, the population means are not significantly different.
C) 0.4
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Figura 15. Aplicacion de Histamina durante 4 dias. En A) se muestra

la estadistica descriptiva de las mediciones obtenidas de DO en

condiciones control y con aplicacién de Histamina a las concentraciones

MM indicadas. En B) Se muestra el valor de la prueba ANOVA, no

hubo diferencia significativa (p=0.38). En C) se muestra un grafico de
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cajas y bigotes (boxplot) de la DO para cada concentracién, los

puntos blancos representan las mediciones independientes.

7.7 Aplicacion de Histamina durante 7 dias
Para determinar el efecto de histamina sobre los linfocitos a mediano y largo plazo,

aplicamos histamina a las concentraciones 10 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 50
MM, 100 uM y 200 uMA, durante 7 dias. Al realizar la prueba ANOVA para evaluar
el efecto de la histamina, encontramos que si hubo un aumento en la lectura de DO
estadisticamente significativo con un valor de p=0.04. Al realizar la prueba Holm-
Sidak, que es un método de correccidon para comparaciones multiples, encontramos
que las concentraciones de 50 uM y 200 pM son las que mostraron un efecto
significativo con respecto a las demas. No pudimos realizar un ajuste dosis efecto a
nuestros datos debido a que nuestros resultados no tienen un ajuste logistico. Este
resultado muestra que la incubacion con histamina por si sola a corto largo plazo si
promueve el aumento de la cantidad de linfocitos. Los analisis estadisticos y el
grafico correspondiente se muestran a continuacion en la figura (16), la tabla de

comparaciones Holm-Sidak se muestra en la Figura (17).

A) - Descriptive Statistics ~|

N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
0 12 0 073692 081138 023423
0.01 G 0 028067 0.05942 0.02426
0.1 i 0 026117 0.07871 0.03213
0.3 ] 0 0233 0.06184 0.02525
1 i 0 0.245 0.05344 002182
3 G 0 0.2265 0.02158 0.00881
50 10 0 0.9425 0.54444 0.26703
100 10 0 0.8063 0.84091 0.26592
200 10 0 1.007 0.855589 027069
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= ANOVA ~
-1 Overall ANOVA |
DF Sum of Squares Mean Square FValue Prob=F

Model ] 7.17569 0.89696 211625 0.0471
Error 63 26.70226 0.42385
Total 7 33.87795

Null Hypothesis: The means of all levels are equal.

Alternative Hypothesiz: The means of one or mare levels ane differant.

At the 0.05 level, the population means are significantly different.

DO

Hsﬁ%ﬁ =R W oo *®

0

0.01

0.1

03 1 3 50
Histamina [uM]

200

Figura 16. Aplicaciéon de Histamina durante 7 dias En A) se muestra

la estadistica descriptiva de las mediciones obtenidas de DO en

condiciones control y con aplicacién de Histamina a las concentraciones

MM indicadas. En B) Se muestra el valor de la prueba ANOVA, a los

7 dias si hubo un aumento significativo de la DO (p=0.04). En C) se

muestra un grafico de cajas y bigotes (boxplot) de la DO para cada

concentracion, en las concentraciones de 50 uM y 200 uM hubo un

aumento en el numero de linfocitos con respecto al control y con

respecto al resto de los grupos.
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Sidakholm Test -]

RESULTADOS

MeanDiff SEM  t Value Prob  Alpha Sig
200 3 0.7805 023819 232158 00235 000142 O
200 0.3 0774 03319 230225 002454 000146 O
200 1 0762 023619 226655 002686 000151 O
200 0.1 074587 0.33515 221847 0.03012 00055 O
200 0.01 072633 033815 216047 003455 00016 O
503 0716 023619 212573 003711 00065 O
5003 07085 033815 21104 00388 O0O00IT1 O
501 08575 0323619 20747 00421 000177 O
5001 058137 033815 202662 0.04854 000183 O
50 0.01 055182 033815 156881 00534 00013 O
100 3 05738 033519 1.72451 00835 000157 0O
100 0.3 05733 033819 170527 005307 000205 O
100 1 0.5513 033519 188868 008995 000212 O
100 0.1 054512 033515 162145 010851 000223 O
30 051042 032552 156802 012189 000233 O
100 0.01 052581 0.33515 156345 012235 000244 O
030 050352 032552 154805 012862 000256 O
10 043132 032562 151119 013574 00027 O
010 DATETS 032552 148152 0.14884 000285 O
0.010 045625 032552 140162 0.16554 000301 O
200 0 027008 027876 056885 033831 00032 O
500 020558 027876 07375 046355 000341 O
200 100 0.2007 025115 068533 0435315 000388 O
100 50 01382 029115 D468 054154 000334 0
100 0 008538 027876 02485 0.50425 000427 O
200 50 0.0845 025115 022153 082533 000485 O
30.0 005417 037587 014411  0.88587 000512 O
03001 004767 037587 012682 085549 000588 O
10.01 D03EET 037587 D.0S4ES 05247 000633 O
301 003457 037587 009223 092881 00072 O
0301 002817 037587 007434  0.5405 000851 O
01001 00185 0.37587 005188 095875 001021 O
39 00185 037587 004522 09805 001274 O
101 001617 037587 004301 096583 001835 O
1032 0.012 037587 0.03133 097483 002532 0O
303 D0MEE  0.37EET 001728 0.5882% 005 0

Figura 17. Tabla de comparaciones Holm-Sidak
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8. Discusion

¢, Por qué los linfocitos se expanden clonalmente al séptimo dia?
Es importante sefalar que la proliferacion linfocitaria observada hasta el séptimo dia

no implica necesariamente la presencia de una estimulacion antigénica continua.
Diversos estudios han demostrado que una sefal inicial suficiente — que incluya el
reconocimiento antigénico y la coestimulacion adecuada- es capaz de inducir un
programa proliferativo autbnomo que se mantiene durante varios dias aun en
ausencia del antigeno. Este fendmeno ha sido documentado tanto in vitro como in
vivo, donde linfocitos estimulados transitoriamente contindan dividiéndose durante
5-7 dias debido a la activacién sostenida de vias proliferativas, la produccion
autocrina de citocinas como IL-2 y la expresion prolongada de su receptor de alta
afinidad (CD25) (Gett & Hodgkin, 2000; Duthoo et al., 2022). En este contexto, la
expansion clonal observada alrededor del dia 7 refleja la ejecucion de un programa
celular previamente establecido mas que una dependencia directa de senales

antigénicas persistentes.

Ademas, el incremento en el numero de linfocitos observado al séptimo dia de
cultivo, aun en ausencia de estimulacion antigénica exdégena, puede explicarse por
mecanismos de proliferacion homeostatica y activacion basal. Los linfocitos
esplénicos primarios incluyen subpoblaciones de memoria y células previamente
activadas in vivo, capaces de responder a citocinas de supervivencia como L-7 e IL-
15, producidas de manera enddgena por células acompafantes presentes en el
cultivo (Surh & Sprent, 2008; Schluns & Lefrancgois, 2003).

Adicionalmente, la sefializaciéon tonica del TCR mediada por interacciones de baja
afinidad con MHC propio, junto con Ila seleccion de subpoblaciones
metabdlicamente mas resistentes y la influencia acumulativa de factores presentes
en el suero, pueden favorecer una expansion clonal tardia detectable alrededor del
dia 7 (Rathmell & Thompson, 2002; Michalek & Rathmell, 2010).

¢ Por qué la histamina no afecta el crecimiento de linfocitos en los dias 1,2 y 47?

La histamina no parecié afectar significativamente la proliferacion de linfocitos en
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los primeros dias de las células cultivadas, en nuestro estudio (1,2 y 4). Esto puede
deberse a la dinamica natural de la activacion de linfocitos. Los linfocitos T
experimentan una actividad proliferativa aumentada en las etapas iniciales, que es
impulsada principalmente por la IL-2 e involucra la activacion de varias vias de
sefializacion como NF-kB, mTOR, Ca?*-calcineurina, que son fuertemente inducidas
en las primeras 48-96 horas después de la estimulacion (Weiss, A., & Littman,
D..1994). Estas sefiales mitogénicas tempranas son lo suficientemente fuertes
como para anular la influencia de moléculas externas, de modo que la accién
inhibitoria de la histamina no puede detectarse en esta etapa. Ademas, la expresién
de receptores de histamina en linfocitos, especialmente H2R y H4R, es baja en
condiciones basales y aumenta gradualmente con la activacion celular; es decir, su

expresion aumenta tarde, no en las primeras 24-48 horas (Jutel et al.,2009).

La histamina no puede mostrar un efecto obvio si los receptores aun no estan
completamente expresados. Debido a la baja expresién inicial, la histamina no
puede modular los procesos tempranos en el ciclo celular. Asi que, aunque la
histamina tiene una modalidad de efecto reguladora mas que mitogénica
dependiendo del receptor, puede: inhibir la produccién de IL-2 (H2R), modular
Th1/Th2, cambiar el metabolismo celular; pero no es un estimulo proliferativo
primario. En los primeros dias, donde la proliferacion depende en gran medida de
IL-2 y de senales coestimuladoras, el efecto de la histamina es pequefio no medible
(Jutel at al.,2009; Boyman, O., & Sprent, J.,2012).

Y, por ultimo, en estos primeros dias, el cultivo aun muestra un microambiente
optimo: el contenido de glucosa, la cobertura de aminoacidos y el contenido de
oxigeno son suficientes, los metabolitos inhibitorios no se han acumulado y la
viabilidad celular es alta. Bajo estas condiciones, la proliferacion se basa
principalmente en sefales de activacion intrinsecas en lugar de la presencia de
moduladores externos. Y la proliferacion inicial depende de reservas celulares ya
activadas. Los primeros ciclos de division (24 a 72 h) se caracterizan por: entrar en
el ciclo celular a través de senales fuertes; clones ya en activacion y en expansion
automatica. En este sentido, la capacidad proliferativa ya estaba programada y la

histamina no pudo contrarrestar este paso inicial. Por lo tanto, la usencia de un
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efecto detectable de la histamina en los dias 1,2 y 4 esta de acuerdo con la fisiologia

normal de los linfocitos durante la expansion clonal temprana (Cornish et al., 2006).
¢ Por qué la histamina si afecta el crecimiento de linfocitos en el 7mo dia?

A diferencia de los primeros dias de cultivo, la histamina si tuvo un efecto
significativo en la proliferacion de linfocitos en el dia 7. Esto es consistente con la
fisiologia de los linfocitos en las fases tardias de la expansion clonal, durante las
cuales la IL-2 disminuye, las vias de sefializacion proliferativa comienzan a declinar
y los linfocitos se vuelven mas susceptibles a sefales inhibitorias externas (Dohlsten
et al., 1987).

En cultivos prolongados, el cambio en el microambiente implica el agotamiento de
nutrientes, la caida del pH, la acumulaciéon de metabolitos, el estrés oxidativo y otros
factores que promueven la activacion de vias asociadas con la apoptosis o la
inhibicion del ciclo celular. Este entorno hace que cualquier modulador externo,
como la histamina en este caso, sea capaz de alterar el equilibrio con una
disminucién en la proliferacion, un aumento en la apoptosis y una disminucion en la
viabilidad (Michalek, R., & Rathmell, J., 2010; Zeng et al., 2025). En este contexto
metabdlicamente vulnerable, la histamina puede ejercer un efecto mas evidente a
través de sus receptores H2R y H4R, cuya expresion aumenta conforme avanza la
activacion linfocitaria (Jutel et al.,2009). La activacion de H2R ha sido asociada con
la elevacién de AMPc y la inhibicién de la produccion de IL-2, menor proliferacion y
respuesta Th1; mientras que H4R modula migracion, quimiotaxis e incluso apoptosis
(Rezai et al., 1990; Zampeli, E., & Tiligada, E., 2009).

Los linfocitos no son igualmente sensibles a la histamina todos los dias en cultivo.
En el dia 7 hay mas receptores funcionando, por lo que la histamina puede tener un
efecto mas claro. Finalmente, notemos que estas células activadas ya no estan en
maxima expansion. La expansion clonal se ha maximizado (a los 7 dias) y ya esta
entrando en una fase de declive natural. En este punto, incluso pequenas
modulaciones tienen un impacto detectable. La histamina no compite contra sefales
proliferativas fuertes (porque ya han ocurrido) sino contra un sistema que se

autolimita.
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9. Conclusion
En base a los resultados obtenidos en este estudio podemos sugerir que El impacto
de la histamina sobre la proliferacién de los linfocitos depende tanto del tiempo de
exposicidon como del estado de activacion celular. Dicho efecto es limitado durante
las fases tempranas de activacion, pero se vuelve mas evidente durante la fase
tardia de crecimiento clonal. En conjunto, estos resultados aportan evidencia sobre
el papel inmunomodulador de la histamina y destacan la importancia critica de la
cinética de activacién de los linfocitos al evaluar los efectos de mediadores quimicos

en la respuesta inmune adaptativa.
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