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En inmunologla se requiere frecuentemente poder aumentar o =~

disminuir la intensidad de la respuesta inmune del organismo.
La disminucidn es deseable para el tratamiento de los padeci-
mientos autoinmunes o evitar la reaccidn de rechazo hacia --

los 8rganos o tejidos transplantados. Se cuenta, para dismi-

nuir la respuesta inmune, con algunos agentes inmunodepreso-

res, como la azathioprinal, la ciclosfosmamida2, los esteroi
des? y las radiaciones ionizantes’. Estos agentes han estado

en uso desde hace mas de 20 afies, 2 pesar de presentar mu-~-

chos efectos indeseables®. Recientemente se ha descubierto -

un nuevo agente inmunodepresor poderoso, la ciclosporina A,-

que tiene menos inconvenientes que los anteriores; pero que-

aun es nefrotdxica'.

Por ello, consideramos que la investigacibén para descubrir -

nuevos agentes inmunodepresores debe continuar.

La reactividad inmunoldgica del organismo puede deprimirse,-

ya sea:

1) Afectando a las células efectoras de la respuesta inmune,

o
6

2) Estimulando a las c&lulas supresoras a dicha respuestas’

A este respecto, hemos tomado en cuenta que el tipo e inten-
sidad de la respuesta inmune est&n dadas por el porcentaje -
relativo de las clases y sub-clases de las cé&lulas que inter

vienrnen en elias: Los linfocitos de la clase T, b o i y de ~-



las sub-clases efectoras, citocidicos, ayudantes y supresores,-

ademis de los macrdfagos 5’6.

Los agentes inmunodepresores mencionados, actfian principalmente

afectando a las células efectoras de la respuesta inmune.

Reclentemente se ha informado que el peryodato de sodio (NaIOu)

estimula la generacibén in vitro de las células supresoras7.

En esta comunicacibn se informa que el NalO, inhibid significa-
tivamente la respuesta inmune celular, evaluada por la reaccibn
cutinea de hipersensibilidad al dinitrofluoreobenceno (DNFB) --

in vive en ratones.
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1) La respuesta inmune celular y 2) La respuesta inmune humo--

ral. Ambos tipos de respuesta estin dados por las clases v sub

clases de linfocitos que a continuacidn se mencionan: Clases -

8-11

y sub-Clases de linfocitos . Por microscopia electrbnica de

barrido se ha distinguido dos clases de linfocitos: Los linfo-
citos T, que son de superficie lisa y los linfocitos B que pre
sentan una superficie pilosa y con numerosas proyecciones cito

plasmiticas.

El estudic de antigenos especificos por el marcaje de superfi-

cie permite distinguir tres clases de linfocitos:

Linfocito T®"1! presenta en su superficie antigenos HTA. Po--

seen receptores de superficie que reaccionan con eritrocitos -
de borrego formando rosetas. La superficie de la membrana ca-
rece de Ig. Tienen la capacidad de reconocer antigenos especi
ficos, ejecutan funciones efectoras y regulan el tipo y la in-
tensidad de toda respuesta inmune celular y humoral. Se origi
nan en la médula Osea, su maduracién y capacitacidén inmunoldgi
ca se realiza en timo y su funcibn la efectfian en el sitio de-

presentacidn del antireno.

8-11

Linfocito B En su superficie pueden manifestarse cualquier
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tipo de inmunoglobulinas, pero cada cé&lula exhibe solo una —-

clase de Ig.

Solo la IgM y la IgD han sido descubiertas juntas sobre el --

mismo linfocito. Se diferencian en c&lulas plasmaticas forma

doras de anticuerpos. Se originan en m&dula 8sea vy su funcidn
la efectfian en el tejido linfoideo.

Linfocitos KB_11 Carecen de los marcadores de los linfocitos

T v B. Por esa caracteristica se les confiere el nombre de -
linfocitos nulos. Algunos de estos linfocitos tienen recepto
res para Fc. Participan en los fendmenos de citotoxicidad me

diada por los anticuerpos.

Sub-clases de linfocitos T: Efectores, Inductores y Supreso=-
5,6

res

Los linfocitos T tienen la capacidad de reconocer antigenos -
especificos y efectuar funciones efectoras, regulan el tipo y
la intensidad de toda respuesta inmune celular y humoral. Se
ha definido tres sub-clases funcionalmente diferentes de lin-
focitos T por medio de hetercantisueros, autoanticuerpos y an
ticuerpos monoclonales. Estas han sido programadas indepen—-
dientemente para tener ya sea funciones citotéxicas, inducto-

ras y supresoras durante su diferenciacidn intratimica.

Para la diferenciacifn de los linfocitos T, es necesario el -



microambiente del timb en~todae las especies, Al Darecer;“al—

jzunas cel’laﬂ precursoraa de la médula &sea (prototimlca) con-

lOJ de la ontogenla. En el hombre, las primeras-

aprox1madamente el 10% de los~11hfoc1tos timicos y reaccionan-

con lo - ntlcuernos monoclonalea ant1—T° y anti-T10 que corres

vponden akla prlmera etapa de'au dlferenc1aclon. Al madurar -~
plerdenéeL_Tg, adqulepenvotros antlgcnos definidos como el Tu,
TS5 y Téiﬁ‘retienen Tio;;qgé‘éafresponderian a la segunda etapa
de su ﬁaduracién. Lstos son aproxlmadamente el 70% de la pobla

cibn- total de llnfoc1tos

xlmlcos. En una etapa posterior de ma

duracxén, plerden'e4r !quleren los antigenos T1 y T3 y se-

scvreﬁan en dos sub unos T4 y otros TS en la tercera e-

tapa de maduracmén ompeténcia inmunoldgica se adquiere en

esta tercera etana o se desarrolla en el timo, sino has-

ta que pasan a res;dlr;al bazo y a 105 ganglios linf&ticos (Fi-

gura 1),

'féﬁiéﬁ{eéhfieﬁeh:T}_y T3

los llnfoc1

tos T perlfcrlcos v el Tr esta nregente en el 20 al 10% zstas



sub—clasés]de;liﬁfocitps_humanos,ccrresponden a los linfocitos
Th; (ayudaﬂfés) y-aflbs Th; (supresores) respectivamente de-

los ratones.

La capacidad de proliferacidn de los linfocitos T a los antige
nos solubles {como el toxoide tetdnico) se encuentra dentro de
la sub-clase Ti. En contraste, las sub-clases Th y TS5 mues—--
tran respuesta proliferativa a antigenos de la superficie de -
las células (Aloantigenos) en cultivos mixtos de linfocitos.
Los T4 responden mejor a la PHA, mientras que los TS5 muestran-
una respuesta menor; pero ambos responden igual a 1la concanavali
na-A. La capacidad de los linfocitos efectores T humanos, se -
muestra por su capacidad para matar células especificas a las-
que hayan sido inmunizados previamente. Los T, a pesar de --
que son capaces de proliferar en respuesta a aloantigenos, no-
llegan a ser citotdxicos. Se encontrd que los TS5 contienen cé
lulas citotdxicas. La diferencia mds importante entre las sub
clases T4 y T5 es su efecto regulador de la respuesta inmune:
Los T4 han mostrado tener funciones de ayudantes de inductores
en las interacciones T-B y T-macr6fagos. Sin embargo, los Tu-
por si mismos no son citotbéxicos ni efectores y requieren de -

los TS5 para desarrollar la citotoxicidad.

Otros estudios muestran que se requieren los Tu para inducir -
.a las células B a diferenciarse hacia células plasmiticas. O-

tros hallazgos indican que las c&lulas T regulan la respuesta-
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inmune tanto por la interaccién de células con. c&lula, como -
seretando moléculas reguladoras como el factor mitogénico lin

focitario que regula la respuesta inmune de otros linfocitos.

Los efectos reguladores de los linfocitos T4 no estin solo --
restringidos a las cé&lulas linfoideas, yva que regulan la pro-
duccidn de células precursoras de los eritrocitos in vitro.

Tambi&n producen otros factores activadores de los osteoclas-
tos y otros factores solubles que inducen la proliferacidn de
los fibroblastos y la biosintesis de 1la coligena., Se ha en--
contrado que los linfocitos Tk humanos, tienen funciones ani-
logas a las de los linfocitos murinos Ly 1, con funciones a--~

yudantes e inductoras.

Dentro de los linfocitos T5 hay una sub-clase con funciones -
supresoras (TS) y otra con actividad citotbéxica. Los linfoci
tos supresores, inhiben la produccién de las inmunoglobulinas
por los linfocitos B. La sub-clase T5 supresora humana pare-
ce andloga a la Ly2-3+ del ratdn que tambi&n tiene funcibn su

presora.

Por 1o tanto, el sistema inmune humano Consiste en :una mezdla
de subclases bien definidas de linfocitos T y B en proporcio-
nes criticas para la regulacidn homeostltica de la respuesta-
inmune. Es el balance entre las sub-clases de linfocitos efec

tores (TE), ayudantes (TH) v supresores {(TS), las que gobier-
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nan la clase e intensidad de la respuesta a los antigenos. La
sub-clase inductora (T4) es central para la activaci8n de los-
linfocitos B, T, macr6fagos y para la hematopoyesis. Esta in-
fluencia inductora es regulada por la presencia de células T -
supresoras cuya funcibn es inactivar a los inductores o alter-
nativamente a la poblacidén efectora. Los linfocitos supreso-—-
res pueden inhibir la respuesta inmune de los receptores a -=-

quienes se les transplantan.

Respuesta inmune humoral. Los antigenos solubles, particula--

dos, de los microoxrganismos y de las células extrafas, activan
a los linfocitos B en la produccidn de anticuerpos. Para que-

estos se activen se necesita la ayuda de los linfocitos Tu.

Respuesta inmune celular. Se desencadena cuando los linfocitos

T tienen contacto con un antigeno. Los linfocitos T son enton-
ces activados, proliferan y tienden a destruir al antigeno. -
Suele’ ser activada por antigencs de los virus, ricketsias, bac
terias de proliferacidn lenta, hongos, células de los Srganos v
tejidos transplantados y de las células malignas. Algunos de -~
los linfocitos activados en la respuesta inmune son de vida pro
longada y cuando se presenta de nuevo el mismo anticeno, se ac-
tivan nuevamente. Estog constituyen los linfocitos de memoria

de la respuesta inmune celular. Este tipo de respuesta es res-

ponsable de la reaccidn de hipersensibilidad celular retardada,



que consiste en que una segunda exposicibén al antigeno, © su -
permanencia en el organismo, produce una recaccidn inflamatoria
en la que participan monocitos y macrdfagos que infiltran la -
lesidén. Este tipo de respuesta puede ser producida por la al-
teracidn de las proteinas propias con sustancias quimicas como
el dinitrofluorobenceno (DNFB). El DNFB se combina con las --
proteinas propias de la piel de los individuos a quienes se —-
les aplica y las convierte en extrafias o antigénicas y contra-
ellas se desarrolla una respuesta inmune celular muy enérgica-

que se conoce como sensibilizacidn al DNFBS.

Mecanismo de accibn del NaIO, in vitro. El efecto de Nal0, so

bre los linfocitos fuf estudiado desde 1972: Induce la prolife
racidén y transformacibn blistica in vitro de los linfocitos T,-
similar a la causada por los fitomitégenoslz"iu. El mecanismo-
de accidn in vitro del Nal0O, a nivel de las membranas celula---
res es bien conocido: De hecho, se ha informado que oxida los-
oxidrilos vecinos del &cido N-acetil-neuraminico, de la galacto
sa y de la galactosamina de algunas de las glucoproteinas super
ficiales de los linfocitos T312’15’17. Cuando se suspende la -
exposicién de los linfocitos al NaIOu, eliminidndolo por lavado-
de los medios de cultivo, su accidn cesa al cabo de unas seis -
horas, cuando se regeneran las glucoproteinas que habian sido -
18

oxidadas en los linfocitos™ ., 8i se desea suspender la accibén-

del NaIOu sin tener que lavar las cé&lulas, basta con exponer--
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las a concentraciones elevadas 4de glucosa para distraer la ac--

. . . 17 . . .
cidn oxidativa del NaIUu « 81 se desea revertir a la normali-

dad las glucoproteinas oxidadas de los linfocitos por el NaIo,,,

las células pueden tratarse con NaBHu sin afectar su viabili--

12,17

dad Las condiciones 6ptimas para la induccibé4n mitogénica

6 a 2x107 células mononucleares con el-

es la incubacidn de 1x10
NaIOu a concentraciones de 0.5 a 1.0 mM a pH de € a 7.5, a tem-
peraturas de 0 a 25°C por 10 a 30 minutos, seguida de lavado pa
ra eliminar el NaIo, del medio e incubacidn posterior en medio-

de cultivo por 4B a 72 horas11-18,

Las células mononucleares pueden ser de la sangre periférica o-
del bazoli-la. Para que ocurra la estimulacidn mitogénica del-
NaI0, sobre los linfocitos, se requiere la presencia de otras -
c€@lulas mononucleares adherentes como los monocitos, macréfagos

o células dendriticas del mismo donador o singénicaslu’lg’21.

In vitro, el NaIO, induce especificamente la proliferacidn de-

las células precursoras de los linfocitos Ts15,16

s 4 las que --
provoca un solo ciclo mitdsico que se manifiesta dentro de las-
siguientes cuatro a 48 horas después del estimulo, ya sea como-
incremento en la sintesis de DNA o de la actividad inmunodepre-
sora de los linfocitos resultantes de esa proliferaciénlg. Las
células Ts generadas por el NaIOu son capaces de inhibir ineg--

pecificamente la reactividad inmunolbgica de otros linfocitos T



que ya hayan sido convertidos en efectores por estimulos anti-

génicos previos o simultdneos a la aplicacién de NaI0,16,18.

No obstante, cabe mencionar que aunque la accidén del NaIO, pa-
rece ser muy bien conocida a nivel de las membranas celulares,
los que son virtualmente desconocidos son los eventos intrace-
lulares que conducen a las células estimuladas a entrar en mi-
tosis. Asi mismo, se desconoce en qué radica el efecto permi-

sivo de los macrdbfagos para que los linfocitos TS tratados con

NaIOu pueden entrar en mitosis1®»19:21522

Las ventajas que presenta el Nal0, cuando se le utiliza in vi

tro son: 1) Es selectivo para la estimulacibén de los linfoci-

15,16

tos Ts s, 2) Requiere de un tiempo breve de exposicidn, de-

12,22,

10 a 230 minutos para actuar sobre ellos, 3) actflia sobre-

12,22
?

las c&lulas en las condiciones de cultivo 4) Es un com--

puesto soluble y manejable, que permite utilizarlo a concentra

ciones conocidas para estudiar su mecanismo de accibn en dife-

rentes condiciones experimentalesiz_zz, 5) Su efecto puede ser

suspendido por el simple lavado de las células o por neutrali-

zacidn don agentes reductores sin afectar la viabilidad celu--

ar12’17

1l , 6) Su concentracién puede ser cuantificable en los =~

l9quidos extracelulares, 7) Su accibn oxidativa sobre las = -

12,17,18

células es cuantificable y 8) Es un compuesto estable,

barato v de sintesis sencilla.
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La blastogénesis inducida por el NaIo, inhibe la respuesta de =~
formacidn de anticuerpos in vitro a los inmundgenos usados.

Se habia postulado que los linfocitos T estimulados por el - --
NaIOu podian actuar ya fuera sobre los linfocitos ayudantes o-
directamente sobre c&lulas B, inhibi&ndoles su respuesta inmune
in !igggls. Recientemente se ha demostrado que el Nal0, indu--
ce la generacidn de linfocitos supresores que afecta la respues-
ta inmune’ in vitro.

No obstante que el NaIO, presenta estas ventajas in vitro, des

conocemos las razones por las que su efecto in vivo no habia --

sido probado.
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1. TOXICIDAD

2. EFECTO
INMUNODEPRESOR

Estudio histolbégico de algunos
Srganos vitales.

Ex8menes de quimica sanguinea.

Respuesta Humoral.

a) Inmunodifusibn.
b) Contrainmuno-electroforesis.

Respuesta Celular.

a) Infiltrado celular.

(Grosor de la oreja)
b) Transferencia de Linfocitos.
¢) Pruebas a ratones atimicos.

)
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Ratones. Se utilizaron ratones machos BALB/C v nu/nu de dos-—

y tres meses de edad y de 23 a 285 gr. de peso, alojados en gru
pos de 10 en jaulas de popipropileno de 15X25X40 cm. con cama-
de aserrin esterilizado y se les proporciond alimento comer---
cial para roedores (Purina héxico) y agua purificada para con-
sumo voluntario, en habitaciones a temperatura constante de ~-

22 + 2°C y ciclos de iluminacibén y obscuridad de 12 horas.

Para el Ensayo de la toxicidad del Nal0,, se formaron cinco ~--

grupos de 10 a 30 ratones cada uno y a ellos se les aplicaron-
dbésis diarias sub-cutineas de 80, 40, 20, 10 y 5 mg. de NaIo -
por Kg. de peso, disueltas en 0,1 ml. de NaCl 8,15 M ajustada-

a pH 7.2 con NaOH.

Los ratones que recibieron la dosis mis alta, fallecieron duran
te las cuatro a seis horas despu@s de la primera aplicacidn,
Los otros grupos no fallecieron con el NaIo, y se siguicron in
yectando diariamente por 30, €0 v 90 dias. Cada uno de estos -
grupos se sangrd para efectuar con ellos los exfmenes de labo-
ratorio que se mencionan mis adelante y se efectud el estudio-
histopatoldgico del cerebro, tiroides, corazdn, timo, pulmones,

nisado, bazo, rihones, intestino, mlisculo estriado y piel.
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Para efecto inmunodepresor del NalO,. Se utilizaron tres gru-
pos de 15 ratones BALB/C a los que se les aplicaron dosis dia=-
rias de 20 y 10 mg. por Kg. de peso NaI0, disuvelto en NaCt, -
0.15M a pH 7.0 por via subcut@nea. FEl grupo testigo sdlo re--

cibib el solvente sin NaIOu.

Las diferentes dosis de Nalo, se aplicaron a los ratones des-
de un dia antes de empezar a aplicar la primera dosis sensibi-

lizante de Dinitro-Fluorc-Bencenc (DNFB) (Sigma)d.

Al cuantificar la intensidad de la respuesta inmune celular, -
se utilizé la prueba de sensibilizacibén al DNFBg. por lo que -
se rasurd un irea de 2x2 cm, en el abdomen de los ratones. Lue
go se hizo la aplicacidén de 20mci. de DNFB al 0.5% disuelto en
una mezcla de acetona y aceite de oliva en proporcibn 4:1. La-
dosis sensibilizante se repitif dos dias consecutivos. Al quin
to dia despu&s del inicio de la sensibilizacibn se aplicd en -~
la cara externa de la oreja una tercera dosis reveladora que -~
consistié en la aplicacibén de 20 mc1l de DNFB al 0.2% en el mis
mo solvente. Este mismo dia y antes de aplicar la dosis reve-
ladora, se tomd la lectura del grosor de la oreja con un micrd
metro, para evaluar el grosor inicial de la oreja. A las u4S -
horas despu@s de la dosis reveladora del DNFB, se volvid a me-
dir la oreja para evaluar el grado de inflamacién que les hu--

biera ocurrido a los ratones tratados con NaTo, o testigos.
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Enseguida, se sacrificd a los ratones y se efectuaron cortes --
histolégicos de las orejas para evaluar el grado de infiltrado-

celular.

Para observar si el DNFB tendria el mismo efecto en los ratones
nu/nu que carecen de timo e inmunidad celular, se utilizaron --
dos grupos de 10 de estos ratones, unc testigo y otro cen 20 mg

por Kg, de peso de NaIO A los dos grupos se les aplied la -~

ue
prueba de sensibilizacién al DNFB como se indicd anteriormente-
y los resultados se compararon con los de los ratones BALB/C --

tratados con NaIOu o testigos.

Inmunidad Humoral. Se investigd si el NaIOu modificaba la res--~

puesta inmune humoral, utilizando dos grupos de 10 ratones - --
BALB/C, tratados con dosis de 20 mg. de NaIOu por Kg. de peso y
un grupo testigo, a los que se les inmunizd con 25 mg. de albG-
mina humana disuelto en 0.1lml. de NaC1l 0.15M, mezclada con - --
0.1ml de adyuvante de Freund completo. Estas dosis se aplica--
ron subcutdneamente en el dorso cada 8 dias, durante tres sema-
nas. Diez dfas después de la Gltima inmunizacidn, se les extra
jo sangre para investigar el tftulo de anticuerpos sé&ricos por-
medio de inmunoprecipitacibén y contrainmunoelectroforesis en --

agar como se describe enseguida.

Inmunoprecipitacifn. Se disolvieron B50 mg. de agar noble - - -




(Difco) en 100 ml. de NaCl 0.15M ajustada a pH 7.2 con - - -
Na,HPO, y adicionado de 0.01% de Azida de sodio (Sigma) como
antimicrobianoc. Este se depositd fundido a EN°C en cajas de
petri en capas de 5 mm. de altura por 5 cm. de difmetro y se
dejd enfriar. Ya solidificado se excabaron con un sacaboca-
dos especial para inmunodifusidn radial, un pozo central y -
seis periféricos de 5 mm. de didmetro y separados 5 mm. en--
tre si. En el pozo central se colocaron 5 mg. de albimina -
humana disueltos en 0.2ml. de la solucién salina anterior y-
en los pozos periféricos las diluciones seriadas al doble de
los sueros de los ratones testigos y tratados con 20 mg. de-
Naxou por Kg. de peso. Las cajas se incubaron 48 horas en -
c@mara hGmeda a 37°C, después se lavaron 24 horas en NaCl --
0.15M y se tiferon con una solucidn al 0.1% (p/v) de Amido -
Black (Sigma) y luego se efectuaron las lecturas de los titu

los de anticuerpos antialbGmina.

Contrainmunoelectroforesis. Se diluyd lg. de agar noble en -

25 ml. de NaC1 0.15M amortiguado a pH 8.8 con Barbiturado de
Sodio (Camag), adicionado de 0.01% de azida de sodio. los -
portaobjetos se colocaron en una mesa nivelada y se cubrie--
ron con 5 ml. de agar noble a 60°C y se dejd enfriar. Una -
vez solidificado se excavaron en el agar dos hileras de cua-
tro pozos de 6 mm. de didmetro y 4 mm. de separacidbn. Los -

sueros de los ratones fueron colocados en la hilera hacia el
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&nodo v a diluciones seriadas de: 1:2,1:4,1:2,1:16,1:32 v 1:EH;
La albmina humana se deposité en volfimenes de 0.2m1, diluida -
al 1% en el mismo amortiguador, en los pozos de la hilera colo-
cada hacia el citodo. La ci@mara de electroforesis se llend con
la misma solucidn amortiguadora anterior a pH 8.2. Las placas-
se colocaron transversalmente a los polos. En las orillas de -
las placas se colocaron tiras de papel filtro mojado en la solu
eidn anterior para hacer los puentes de conexidn con la solu---—
cidn amortiguadora de la clmara. Esta se conectd a su vez con-
electrodos de platino a la fuente de corriente continua. Esta-~-
se reguld a 15 miliamperios por cm. lineal de las placas de agar
durante 30 minutos. Enseguida las placas se lavaron sumergidas
en 30 vollmenes de NaCl a pH 7.2 por 24 horas para retirar el -
exceso de proteinas no precipitadas. Después de tres cambios -
mds de una hora en la misma solucidn y otro mis en agua destila
da, se cubrieron con papel filtro y se dejaron secar al aire 18
horas. Luego se humedecid el papel filtro para despegarlo del-
agar y se retird. Las placas de agar se tifieron un minuto en -
una solucidn de Rojo de Ponceau (Sigma) al 1% (p/v) en dcido a-
cético al 5% en agua destilada. Las placas se lavaron en 8cido
acético al 5% para eliminar el exceso de colorante y se seca--

ron para conservarlas permanentemente.

Transferencia de linfocitos. Para investigar si la falta de res

puesta al DNFB que causd el NaIOu estaba medida por linfoecitos
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supresores, se efectud la transferencia de linfocitos esplé--~
nicos. Se sacrificaron dos grupos de 1€ ratones sensibiliza-
dos al DNFB, unos testigos y los otros tratados con 20 mg. de
Nalo, como se indicd. A las 24 horas, después del registro-
del grosor de la oreja de los ratones sensibilizados, se les-
sacrificb y se les extrajo el bazo. Este fué disociado en un
homogenizador de vidrio. Los linfocitos del bazo de cada ra-
ton se separaron en un gradiente de Ficgll-Angicconray v se -
inyectaron por parejas a igual nlmero de ratones BALB/C norma
les. Estos se sensibilizaron y recibieron dosis reveladora -~
DNFB. A las 48 horas se midid el grosor de las orejas y se -
hicieron cortes histoldgicos para evaluar la reaccién inflama

toria como se indicé.

Estudio Histoldgico. La toxicidad tisular del NaIOu se valord

mediante tortes histolégicos de higado, corazdn, pulmbn, riibn
y tiroides-tefiidos por la técnica convencional de hematoxilina
eosina tanto en los ratones muertos con dosis letales como en-
los ratones experimentales tratados durante 15, 30 y 90 dias -~
con dosis de 10 y 20 mg. de NaI:)u por Kg. de peso y se compara

ron con los de los ratones testigos.

Exdmenes de Laboratorio: Se hicieron biometrias hematicas com-

pletas y determinaciones de urea, creatinina, transaminasa glu

tamica-oxalacética, transaminasa-glutdmico-pirfivica y bilirru~
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binas, a los ratones que habian sido tratados con la doéi;_de
20 mg. de Ha10, diarios por via subcuténea durante'SO,féD'y.QO

dias.
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Ensayo de la toxicidad del NaIOu Todos los 10 ratones BALB/C

- que recibieron la dosis de 80 mg. de NaIOlq por Kg. de peso, -
fallecieron entre las cuatro o seis horas después de la prime
ra inyeccidn. Ocho de veinte ratones BALB/C inyectados con -
la dosis de 40 mg. de NaIO, por Kg. de peso por dia, fallecie
ron en la primera semana, sin presentar signes clinicos ni —-

histopatoldgicos que explicaran su muerte. La mortalidad de-

los dos grupos anteriores se atribuyd a toxicidad del NaIo,.

Tres grupos de treinta ratones BALB/C que recibieron 20, 10 y
5 mg. de NaIOq-por Kg. de peso por dia, sobrevivieron por mis
de 90 dfas en condiciones normales. El estudio histopatoldgi
co de cerebro, tiroides, corazén, fimo, pulmones, higado, ba-
zo, rifiones, intestino, mfisculo estriado y piel, mostrd Srga-
nos y tejidos sin alteraciones. Los resultados de los ex&me-
nes de laboratorio de los grupos que recibieron el NaIOu por-
30, 60 y 90 dias de la dosis de 20 mg. por Kg. de peso y por-
dia aparecen en las Tablas 1~3. En ellas puede verse que no

hubo alteraciones en ellos.

Efecto inmuhosupresor del NaIOu. Los resultados aparecen en-
la tabla 4. En ella puede verse que los ratones EALB/C que no

recibieron NaIOu presentaron un engrosamiento de la oreja de -



2.34 + 1.58 dmp en la reaccién de sensibilizacifén al DNFB, F1 -
grupo de ratones BALB/C quc vecibieron 20 my. de NaIOu por Kg, =-
de peso por dia, mostraron un incremento del grosor de la oreja-
de sblo 0.18 + 0.21 dmp que comparado con el del grupo anterior-
mostrd una diferencia significativa con un valor de P menor de ~
0.001. E1 grupo de ratones que‘recibié 10 mg. de NaIOu tuveo un-
engrosamiento de 0.27+ 0.59 que comparado con los dos grupos an

teriores did una diferencia significativa con P menor de 0.001.

Los cortes histoldgicos de las orejas de los ratones testigo a -
quienes se les aplicd la prueba del DNFB mostrd un fendmeno in--
flamatorio muy acentuado, caracterizado por la infiltracién de -
una gran cantidad de linfocitos, histiocitos y escasos polimorfo

nucleares (Figura 2).

Los cortes histolfgicos de las orejas de los ratones tratados --
con 20 mg. por Kg. de peso y por dia de NaIOu ¥ que se les apli-
cb la prueba de DNFB no mostraron reaccibdn inflamatoria al com--

pararse con las orejas de los ratones normales (Figura 3).

Los cortes histoldgicos de las orejas de los ratones tratados --
con 10 mg. de NaIOu y que se les aplicd la prueba del DNFB, mos--
traron una reaccidn inflamatoria discreta compuesta por linfoci-

tos, histiocitos y muy escasos polimorfonucelares.
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Inumnidad humoral. Los resultados de los titulos de anticuernos

anti alblimina de los ratones que recibieron 20 mg. de NalQ, por-
Kg. de peso cada 24 horas por via subcutinea durante el periodo-
de inmunizacidn con lias cuatro dosis semanales de 25 mg. de albi
mina humana en adyuvante de Freund completo por via subcutinea,-
aparecen en la Tabla 5. En ella puede verse gue los titulos de-
anticuerpos por inmunodifusibn, tanto en el grupo testigo como -
en el tratado con NaIOu fueron de 1:4 y por contrainmunoelectro-
* foresis de 1:6, por lo que no se observd diferencia entre los --

grupos de ratones testigos ni los tratados con NaIo, .

Transferencia de linfocitos. Los resultados de las pruebas de —-

sensibilizacién al DNFB en ratones que recibieron 1x10” 1infoci-
tos esplénicos de ratones tratados con 20 mg. de NaloO, por Kge =
de peso cada 24 horas por via subcutfnea y que habian dado prue-
bas negativas de sensibilizacidn al DNFB y de los testigos que -
no recibieron NaIOu aparecen en la tabla 6. En ella pueden ver-
se que la transferencia de linfocitos esplénicos de los ratones-
donadores que habian sido tratados con NalO, y que habfan dado -
negativas las pruebas de sensibilizacidn al DNFB, tambi&n inhi--
bieron la sensibilizacibén al DNFB en los receptores con un valor

de P menor de 0.01.

Los ratones nu/nu no desarrollaron reaccidn de hipersensibilidad

celular al DNFB. Este dato mostrd que la sensibilizacibn al - -
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DNFB es dependiente de la presencia de linfocitos T. Asimismo,-
la falta de respuesta de los ratones BALB/C tratados con NaIOu_
los equipara al estado de inmunodeficiencia de linfocitos T que

presentan los ratones nu/nu.
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TABLA 1

Resultados de las pruebas de laboratorio para evaluar la
toxicidad del peryodato de sodio (NaIOu) después de in--
yectarlo los 30 dias previos, a la dosis de 20 mg por Ke
de peso cada 24 horas por via subcutinea, a ratones BALB/C.

Prueba No. de ratones Resultados Valores
X + S Normales
Urea 9 ) 19.5 + 2.08 16-36 mg
Creatinina 9 ' " .36 +  .08h .5-1.2 mg
T.G.0. s 7.6U + 7.1 5-17U/L
IND 0.7 mf 0.7
Bilirrubinas 1 DIR 0 mg 0
Hb 19 13.8 mg * .79 12.9 ~ 14%.5 mg
HTO S 19 53.9% + 4.4 38 - u6%
3,000
Leucocitos 19 6,694 + 2,300 10,000
Linfocitos 19 67% + 8.8 60-75%
Segmentados 19 30.4% + 8.7 27~31%
Monocitos 19 1.3% +  1-2 1-2.5%

Eosinbfilos 19 0.052% + .02 2%
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TABLA 2

Resultados de las pruebas de laboratorio para evaluar la to-
xicidad del peryodato de sodio (NaIo,) después de invectarilo
los 60 dfas previos, a la dosis de 20 mg por kg de peso cada
24 horas por via subcutlnea, a ratones BALB/C.

Prueba No.de ratones Resultados Valores

X + s Normales
Urea 12 33.58 + 3.92 mg/dl 16-36 mg/dl
Creatinina 12 0.18 + 0.75 mg/dl .5-1.2 mg/dl
T.G.0. 12 2.43 + 2.05 mU/ml 5-17 ml/

DIR - 0 1 0

Bilirpubinas 1 IND - 0.8 0.8
Hb 10 14.67 + .73 mg 12.9-14.5 mg
HTO 10 48.6 + 2,24 % 3 8 =46 %
Leucocitos 10 $.990 + 3u17 - 3,0060-10,000
Linfocitos 10 73.9 + 10.9% 60-75 %
Segmentados 10 26.6 + 9.7% 27-31 %
Monocitos 10 2.4 1.4 % 1-2.5 %
Eosindéfilos 10 0.1 + 0.3% 2%
Bandas 10 1.8 4+ 2.2% -
TSGP 8 2.86 + 2.43 mU/ml 1-24 mU/ml.
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TABLA 3

Resultados de las pruebas de laboratorio para evaluar la toxi-
cidad del peryodato de sodio (NaIO“) despu&s de inyectarlo los
60 dias previos, a la dosis de 20 mg. por Ke. de peso cada 2u-

horas por via subcutinea, a ratones BALB/C.

Prueba No.de ratones Resultados Valores
X + s Normales
Urea . 12 32.00 + 3.8 me/dl 16 - 36 mg/dl
Creatinina 12 .7 %+ 0.13 mg/dl .5 - 1.2mg/dl
T.G.0. , :712 L 2.1 + 2.01 mU/m1 5 - 17 mU/
| PIR - O 1 0
IND - 0.8 . 0.8
Hb 10 14,43 + .71 nmg 12.9 - 14,5 mg.
HTO 10 45,3 4+ 2.20 % 28 - 46 %
Leucocitos 10 5,840 + 3400 3,000 - 10,000
Linfocitos 10 72.9 * 10.9% 60 - 75%
Segmentados 10 | 23,4 & 9.3 27 - 31%
Monocitos 10 1.8 *  1.2% 1 - 2.5%
Eosinéfilos 10 .3 b 2%
Bandas | | * 2.u% -

TSGP 2.30 mG/m1 1-24 mij/m1

‘1+
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Resultados de las pruebas de scnsibilizacidn al dinitrofluoro

benceno (DNFB) en ratones tratados con 10 y 20 mg por kg de -

peso de peryodato de sodio (Mal0,) per via subcutlnea cada 2?4

horas y testigos, evaluada como incrementc del grosor del pa-

bellén auricular por la inflamacidn que produjo la reaccidn -

de hipersensibilidad celular.

Tratamiento

Grupo No.de ratones InCremento‘
. x s
1 -10- Testigo 2:34 + 1,58
2 10 20 mg NaIo, 0.18 % 0.21

3 | 0.27 + 0.59

10 mg NaIOu

% : Promedio (dmp)

S : Desviacidn estandar

1vs 2: P 0.001,

tiva.

1 vs. 3z

P 0,01 2. vs 31 'No significa-




33)

TABLA 5

Resultado de los titulos de anticuerpos anti-albimina en ra-

tones que recibieron 20 mg. de peryodato de sodio (Na10, ) por
kg. de peso cada 24 horas por via subcutinea durante el perio
do de inmunizacidn con cuatro dosis semanales de 25 mg. de --

albfimina humana en adyuvante de Freund por via subcutinea.

Grupo No.de ratones Tratamiento Titulo
ID CIEF

1 20 Testigos 1:4 1:6

2 20 NaIOu 1:4 1:6

X : Promedio
ID: Inmunodifusién en agar.

CIEF: Contrainmunoelectroferesis.



RED)]

TABLA 3

Resultados de las pruebas de sensibilizacifn al dinitrofluoro
benceno (DNFB) en ratones que recibieron 1X107 linfocitos es
plénicos de ratones tratados con 20 mg. de pervodato de sodio
(NaIO,) por Kg. de peso cada 24 horas por via subcutlnea y -~
que habian dado pruebas negativas de sensibilizaci®n al DNFB-

y de testigos que no recibieron NaIOu.

Grupo No.de ratones Linfocitos Incremento
ratones tratados

1 10 Sin NaIOu 2.57

|+

1.24
2 10 Con NaIo, 0.99 + 0,76

¥ : Promedio ( dmp)
S: Desvicacibén estandar
Comparaciones mediante prueba de T de Student: 1 vs 2:

0.01



FIG 2. Corte histoldgico del pabelldn auricular de ratdn

BALB/C normal, el cual fué sensibilizado con DNFB. N&te
se la infiltracidén de polimorfonucleares, histiocitos y-
linfocitos. FIG 3. Corte histolégico de ratén BALB/C tra
tado con NaIOq, el cual fué sensibilizado con DNFB. Ob-

sérvese la ausencia de respuesta inflamatoria.
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Los resultados del presente trabajo confirmaron que el DHFB -
fué agente sensibilizante efectivo para los ratones de la ce-
pa BALB/C. Su combinacién con las proteinas cut@neas las vol
vid extrafias o antigénicas para el organismo de los animales-
y estos desarrollaron una respuesta inmune de tipo celular -~
acentuadag. |

La respuesta inmune celular de los ratones sensibiligadcos al-
DNFB pudo apreciarse macroscdpicamente por el aumento de volu
men, enrojecimiento y engrosamiento del pabelldn de las ore--
jas de los ratones. Confirmamos, de acuerdo a los resultados
publicados que la lectura micrométrica del grosor de las ore-
jas, se correlaciond con la intensidad de la respuesta inmune

celular, a juzgar por los estudios histoldgicos efectuados.

En las orejas de los ratones que presentaron positivas las -
pruebas de sensibilizacidn al DNFB, se observ6 un intenso in-
filtrado de linfocitos e histiocitos, tipico de la respuesta-

inmune celular.

Cuando el DNFB se aplicd a los ratones atimicos de la cepa =--
nu/nu, no hubo desarrollc de la respuesta inmune celular, lo-
que demostrd que la sensibilizacibn al NNFEB requiere de la --

participacidn o respuesta de los linfocitos T.
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En este trabajo pudo observarse que el NaIOu es una substancia-
que puede administrarse por via parental o dosis no tdéxicas com
prendidas entre 10 y 20 mg. por Kg. de peso a los ratones - - =~
BEALB/C ¥ que estas dosis resultaron muy efectivas para inhibir-
la respuesta inmune celular. Nuestras observaciones nos permi-

tieron conclufr que la dosis Sptima fué de 20 mg.por Kg.de peso.

El NaIOu fué un agente inmunodepresor efectivo porque fué capaz
de innhibir la respuesta inmune tan intensa que produce sensibi-
lizacidn al DNFB. Por otra parte, el NaIOu resultd ser una sal
relativamente atbxica a juzgar porque los animales no manifesta
ron signos clinicos de toxicidad, las pruebas de laboratorio y-
los estudios histoldgicos de sus Sprganos y tejidos no mostraron
lesiones de ninguna especie que se pudieran atribuir a la toxi-
cidad dgl NaIOu. Adem&s, hemos observade que el NaIOu no ha —-
interferido con las gestaciones de los ratones BALB/C y que han

dado a luz a productos normales y sin malformaciones congénitas.

Pensamos que si el NaIOu fuera utilizado in vive, podrian en---
contrirsele otras ventajas adicionales como: 1) Que fuera absor
bible por diferentes vias de administracibn, 2) Actuara répida-
mente, 3) Fuera ficilmente eliminable del organismo por su solu
bilidad y u) Pudieran cuantificarse sus concentraciones plasmi-
ticas, celulares y tisulares por mé&todos quimicos sencillos.

Todas estas serfan buenas cualidades farmacolégicas del NaIn, -

que de no ser muy téxico in vivo deberdn investiearse.



Cuando observamos que el [alQ, si podia ser tolerado in vivo -
en animales de experimentacidn, procedimos a investigar su po-

sible accidn inmunodeprescra en ratones,

Nuestro punto de vista para ensayar el uso del NaIOu como agen-
te inmunodepresor in vivo era tratar de encontrar un agente -
inmunodepresor nuevo, cuya forma de actuar se basara en la imi-
tacidén v estimulacidn de un mecanismo inmunodepresor fisioldgi-
co que ya existe en los seres vivos y que impide la activacidn~-
de las cé&lulas efectoras de la respuesta inmune. Si el NaIOu -
tuviera in vivo el efecto inmunodepresor previsto, estaria ac--
tuande por un mecanismo diferente al de los agentes inmunode--
presores, actualmente en uso, que tratan de inactivar o des----
truir artificial y tardiamente a las células efectoras de la ~-
respuesta inmune, cuando ya estin formadas y su poblacidn ya --

estad desarrolladal-u.

Por los resultados obtenidos creemos que el NaIOu, es un agente
inmunodepresor poderoso, cuya actividad podra hacerse extensiva
a otros campes de Inmunologia que los requieren como por ejem—-
plo para el tratamiento de los padecimientos autoinmunes y para
evitar la reaccidn de rechazo contra Srganos v tejidos trans--
plantados. Los resultados preliminares del uso del NaIOu pare-

cen ser alentadores.

La principal ventaia que se le ha encontrado al NaIOu, es que -~
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estimula in vitro la proliferacién de los linfocitos T supreso-
res’', Si este mismo mecanismo ocurrid in vivo en nuestros exre
rimentos, podriamos decir que el NaIOu actuaria de la manera in
munolbgicamente mis satisfactoria, es decir, aboliendo la res--—
puesta inmune por las células supresoras, pero sin pretender des

truir a las c&lulas efectoras.

En conclusidn, consideramos que el NaIO, fué un potente agente-
inmunodepresor desprovisto de toxicidad para los ratones BALB/C
cuando se le empled a las dosis de 10 a 20 mg. por Kg. de peso-
y por dia. La sintesis de los anticuerpos antialb(imina no se -
deprimié por la aplicacibn del NaIOu en los ratones testigo y -
tratados con NaIOu. Con base en estos resultados, podriamos su
poner que el NalO, no deprimid la respuesta inmune humoral; pe-
ro para poderlo afirmar en un sentido mas amplio, seria necesa-

rio haber utilizado una mayor diversidad de antigenos.
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El DNFB fu& un agente capaz de producir reacciones de hiper—-
sensibilidad celular intensa en los ratones de la cepa BALE/C.
Estas reacciones fueron cuantificables microm&tricamente vy —-

por comprobacidn histoldgica.

El DNFB no sensibiliz® a los ratomnes atimicos nu/nu por lo —-
que se le considerd que este tipo de respuesta inmune depende

de la respuesta inmune de los linfocitos T.

La aplicacidn de 10 o 20 mg. de NaIOu por Kg. de peso y por -
dia, evitd en los ratones el desarrollo de la reaccidén de hi-
persensibilidad celular que deberia haber causado el DNFB, —-
por lo que se considéré que el KaIO, resultd ser un agente in
muncdepresor potente in vivo. Esto no habia sido investigado-

antes.

El NaIO, resultd no ser tdxico a las dosis de 10 a 20 mg. por
Kg. de peso y por dia en los ratones BALB/C, a juzgar por el-
examen de los animales y los presultados de las pruebas de la-
Boratorio v ex@menes histopatolbgicos que se les efectuaron a

los 30, 60 y 80 dias de la aplicacidn del NaIo, .

El NaIOu tuvo un efecto inmunodepresor hacia el DNFB transfe-
rible adoptivamente de unos animales a otros mediante la apli
cacidn de linfocitos esplénicos procedentes de animales trata

dos con NaIOu.



€. E1 NaIO, no deprimié la sintesis de anticuerpos anti-albfimina-

en los ratones.
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