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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES DEL TEMA



Los datos mis antiguos -sobre la Diabetes se remontan a prin-
cipios de la era cristiana, cuando Aréteé de Cappadoce llama a -
esta enfermedad '""Diabetes" (del verbo griepo Diabainein: pasar a
través de) yd que se pensaba que el cuerpo humano semejata un tu

bo a través del cual pasaban los liquidos.

En efecto, entre los sintomas de la Diabetes Juvenil se ob-
serva un notable aumento en la eliminacidén de orina que puede -

llegar a veces hasta mids de 1.5 1/24 hrs.

En el siglo XVII un médico britanico Thomas Willis nota que
en algunos de los enfermos con Diabetes la orina contenia azficar
y la llama Diabetes Sacarina para distinguirla de otras donde né
habia presencia de azicar, a pesar de haber grandes emisiones de

orina, como en el caso de la Diabetes Insipida.

En 1815 el quimi;o francés Chevreul identifica a la glucosa
como el azficar presente en la orina y hacia 1850 Claude Bernard
desarrolla un mé&todo para cuantificar la glucosa en sangre. En -
1889 Oscar Minkowski produce una Diabetes de tipo Juvenil remo--
viendo el péncreas en el perro, un poco mis tarde Laguesse loca-
liza con mayor precisibn los elementos celulares del pdncreas -

que vierten a la sangre la hormona que normaliza la glucemia.

Por otra parte Best y Banting en 1882 trataron a un j6éven -
diabético de 14 afios impidi€éndole un coma diabé&tico gracias a la
utilizacign de insulina de pidndreas de ternero. Hacia el afio de
1956 Sanger y colaboradores establecen la férmula quimica de 1la

insulina y la sintesis se realiza en 1964 (1,2).




La insulina actualmente disponible proviene de pincreas de -
puerco o de ternera y puede ser el origen de incidentes de tole--

rancia por el enfermo. (1)}.

A partir de 1978 las manipulaciones genéticas han hecho posi
ble producir insulina humana por bacterias,de manera que la pro--
duccidén industrial, purificacién y alta especificidad es una posi

bilidad a futuro cercano. (1)

Clinicamente la palabra Diabetes representa un sindrome con
desdrdenes en el metabolismo y una hiperglucemia debida a una de-
ficiencia absoluta de secrecidén de insulina o una reduccidén de -

sus efectividades bioldgicas o ambos fendmenos.

La Diabetes Mellitus la podemos dividir en 2 grandes grupos.
Tipo I.- Diabetes Mellitus dependiente de insulina (DMDI). Esta
forma se asocia con cetosis en un estado clinico no tratado y se
presenta cominmente en jévenes né obesos; la insulina circulante
esta virtualmente ausente, el glucagon estd elevado, las células
pancrefiticas beta fallan para responder a todos los estimulos in-
sulinogénicos y se requiere insulina exdgena para corregir el ecs-
tado catabblico, prevenir la cetosis, reducir la hiperglucogene-

mia y normalizar la glucemia. (3)

Ciertos antigenos HLA (B 8, BW 15, DW 3 y DRW 4) se asocian

fuertemente con el desarrollo de diabetes Tipo I (3,4,5),

Hay una asociacibn clinica en este tipo de Diabetes y proce-
sos autoinmunes, por ejemplo, se sabe que los anticuerpos hacia -

el factor intrinseco gdstrico son almenos 4 veces mAs comunes en




diabéticos que en la poblacidén sana (5), y que los anticuerpos -
contra las glandulas adrenales, los cuales son raros en ausencia
de enfermedad de Adisson se hayan con mayor frecuencia en pacien

tes diabéticos (1).

Histolbgicamente se observa un infiltrado linfocitico en -
los islotes pancrefiticos de un gran nGmero de diabé&ticos Tipo I
que no han recibido tratamiento alguno con insulina, asi como -
también en el suero de estos pacientes se demuestra la presencia
de anticuerpos dirigidos contra islotes del pincreas detectados

por inmunofluorescencia (7).

Detido a estas caracteristicas inmunes, la diabetes Tipo I
parece ser el resultado de un ambiente infeccioso o téxico que -
ataca a las cé€lulas pancrefticas beta de personas con disposi--
cidén genética (8). Nothkins apoy6 esta hipdtesis demostrando 1a
accibn destructiva del virus Coxsackie B-4 sobre las células be-

ta de los Islotes de Langerhans en ratones genéticamente suscep-

tibles (9).

Existe al menos un caso reportado de una diabetes provocada
por el Coxsackie B-4. Se trata de un nifio de 10 afios que murid
al principio del afio 1978 de un coma diabético que sobrevino al-
gunos dias después de una infeccibn grave por Coxsackie B-4 (10).
Otros virus que se encuentran involucrados son el virus de la -
gripe (6) y el virus de las paperas (6), también algunos agentes
quimicos t6xicos como el alloxin y la estreptozotocina, los cua-

les dafian especificamente las cé€lulas beta (11).



La estreptozotocina dada a ratones en repetidas dosis sub-
diabetogénicas produce infiltraci6én mononuclear asi como una --
gran destruccién de células beta, similar a la observada en mu-
chos casos de diabetes Tipo I y se ha sugerido que la droga ac-
tGa facilitando la infeccién de un virus endégeno o estimulando

el proceso autoinmune (1).

Diabetes Tipo II.- Diabetes Mellitus n6 dependiente de in-
sulina (DMNDI). Aqui encontramos un grupo heterogéneo de for--
mas de diabetes que se presentan predominantemente en los adul-
tos, no hay demostracién de autoanticuerpos, nieevidencias de -
ligazén con HLA, aunque si hay evidencias de predisposicién ge-
nética (1). Los pacientes son comlinmente obesos y mejoran gran
demente con un régimen alimenticio adecuado y drogas hipogluce-
miantes; pero las inyecciones de insulina en estos enfermos son
ineficientes e infitiles; ya que en muchos de &llos la insulina
se encuentra a niveles normales o elevados. Al parecer no se -
trata de una carencia de insulina, sino mas bien de un problema

en la accidn de la insulina.

El defecto puede estar a nivel de receptores para la insu-

'

lina en la célula, como lo sugieren ciertos autores (12) o bién
que en muchos tipos de diabetes la insulina producida sea defec

tuosa e incapdz de unirse a un receptor como lo sugieren cier--

tos trabajos (8,13).

Se sabe que uno de los problemas mis graves de la diabetes

mellitus es la elevada susceptibilidad para las infecciones mi-




crobianas, tales como la tuberculosis, pielonefritis, neumonias
bacterianas; asi como dermatomicosis y candidiasis, que provo--

can en conjunto un poco mis del 5% de muertes en diabéticos (14)




FUNDAMENTOS DE IA ELECCION DEL TEMA



FUNDAMENTOS DE LA ELECCION DEL TEMA

La diabetes mellitus es una enfermedad que aparece con re-
lativa frecuencia. La 0.M.S. calcula que la enfermedad se pre-
senta entre los 20 y 60 afios y principalmente de los 45 a 60 -
afios, sin embargo ocurre en nifios en un porcentaje del 3 al 5%:
al final de cuentas se calcula que el 1.4-1.7% de la poblacidn
mundial es diabética, prevaleciendo en el mundo occidental esta

enfermedad (13).

Los datos estadisticos demuestran que en México una de las
enfermedades no infecciosas con mayor nimero de muertes es la -
diabetes mellitus, dentro de este nGmero de muertes de pacientes
diabéticos el 60-80% mueren por infecciones recurrentes ocasiona

das por bacterias, virus, hongos y pardsitos (13).

Dada la estrecha relacidn que guarda el sistema inmune com
petente con la eliminacién de estos agentes, hemos elegido este
proyecto como tema de tesis para tratar de dilucidar una posi--
ble ineficiencia del mencionado sistema inmune en un modelo de

diabetes mellitus experimental inducido por Alloxan en ratas ce

pa Wistar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se sabe en la diabetes mellitus Tipo I, existe una de
ficiencia parcial o total de insulina, hormona que facilita el
paso de glucosa al interior de la c&lula y a su vez la glucosa
es la principal materia prima para la obtencién de energia en -
el organismo, evidentemente al verseemermado el suministro de -
esta hormona, todas las c€lulas insulinodependientes tendrédn -
que modificar su esquema cotidiano de obtencibén de energia para

poder sobrevivir, algunas de estas cé&lulas insulinodependientes

son las del Sistema Inmune.

Para muchos de los eventos que se suceden en la respuesta
inmune celular y respuesta inmune humoral la energia requerida

se obtiene inicamente por oxidacidén de glucosa.

La primera manifestacién del proceso inmunitario es la fa-
gocitosis del antigeno, la sintesis de enzimas lisosomales y 1la
produccidén de antigeno modificado, eventos intracelulares de --
las células fagociticas que requieren energia de la oxidacién -

exhaustiva de glucosa por las vias de la hexosa monofosfato y -

glucblisis (5).

La realizacibn de los procesos anteriores desencadena el -

primer paso de la activacibn del sistema inmune.

El siguiente evento dentro del proceso inmunitario es la -
activacibn de las células Linfoides T y B, las primeras encarga

das dc efectuar la respuesta inmune celular y las segundas de -




la ejecucidn de la respuesta inmune humoral.

Tanto la produccién de anticuerpos como de linfocinas es un
ejemplo cldsico de sintesis protéica, asi pues la energia necesa

ria para este delicado proceso requiere de un adecuado suminis--

tro de glucosa.

De una manera muy general podemos plantear que la falta de

insulina es uno de los factores que pueden mermar deficiencia en

la respuesta inmune.



OBJETIVOS




OBJETIVOS

El presente trabajo pretende cubrir primeramente tres obje

tivos:

a),- Realizar una comparacidén de la eficiencia fagocitica
de los neutr6filos polimorfonucleares y macr6fagos en ratas dia
béticas experimentalmente, con aquéllas sin alteracidén experi--

mental.

b).- Demostrar si existe o nd una disminucién de la produc
cién de anticuerpos en animales de experimentacidén en los que -
se les ha inducido diabetes mellitus, compardndolas contra la -

produccibébn de inmunoglobulinas en animales testigo.

c).- Verificar si la respuesta inmune celular se vé modifi
cada durante el trastorno metab8lico que desencadena la hiper--

glucemia ocasionada por Alloxéan.

En caso de cubrir alguno o todos los objetivos anteriores
el siguiente paso en base a los resultados obtenidos, es el pro
poner y demostrar el sitio de 1la falla y el mecanismo por el -~

cual el evento inmunitario se encuentra perturbado.

Obviamente estos objetivos finales se encuentran condicio-

nados a que se cumplan los tres primeros.
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HIPOTESIS

La mayoria de la energia requerida para el proceso inmune
tanto humoral como celular proviene principalmente de glucdli-
sis (24) en base a €sto cabe la posibilidad de emitir varias -

hip6tesis de trabajo:

a).- Al verse las células inmunocompetentes privadas de la hor-
mona que permite la utilizacidén de glucosa, su resefva energéti

ca disminuird y consecuentemente su eficiencia.

b).- Otra hipbtesis seria que las c€lulas inmunocompetentes de
animales hiperglucémicos mantuvieran una eficiencia igual o si-
milar a la de los controles debido a la obtencidn de energia --

por rutas alternas a la glucélisis.

c) Dada la importancia que reviste la produccién de factores en
tre linfocito-linfocito, linfocito-macr6fago, se puede manejar
la posibilidad de que el evento inmunitario esté perturbado de-
bido a la falta de estos factores, cuyas células productoras -
pueden ser sensitles a la deficiencia de insulina. Tal vez la -
ausencia de estos factores séa la causa de que el sistema inmu-

ne esté parcialmente deprimido y né la deficiencia de insulina

sobre las células efectoras.

Cabe advertir fque al ser €ste un estudio IN VITRO, la ex-
trapolacién a seres humanos se encuentra dada en funcién de 1las

condiciones experimentales bajo las cuales se trabajé.



Los datos obtenidos serviridn para crear un MODELO que nos -
brinde informacién sobre el funcionamiento de las células que par
ticipan en la respuesta inmune y en consecuencia tratar de expli-
car el comportamiento del sistema inmune en un humano aquejado --

con Diabetes Mellitus.




MATERIAL Y METODOS DE TRABAJO



PROTOCOLO DE TRABAJO




DETERMINACION DE LA Dl50 Y DESO DE ALLOXAN (17)

DL50

1.- Tomar un lote de 40 ratas macho, pesarlas y rotularlas ade-

cuadamente.

2.- Dividir en 4 lotes de 10 ratas cada uno e inocular por via
subcutinea una dosis finica

a) 175 mg/kg de peso

b) 170 mg/kg de peso

¢) 165 mg/kg de peso

d) 160 mg/kg de peso
3.- Valorar la glucemia a los 5 dias por el método de la o-To--

luidina asi como la mortalidad diaria.

4.- Determinar la DLg, segln el método de DLg, ¥ proteccién de

Reed y Muench.

DESO DE ALLOXAN

1.- Tomar un lote de 40 ratas pesarlas y rotularlas adecuada--
mente.
2.- Dividir en 4 sublotes de 10 ratas cada uno e inocular por
via subcutédnea una dosis finica:

a) 160 mg/kg de peso

b) 155 mg/kg de peso

c) 150 mg/kg de peso

d) 145 mg/kg de peso

3.- Valorar la glucemia a los 5 dfas por el método de la o-To-




luidina.
4.- Calcular 1la DEc, de Alloxan en base al método de DLcy ¥ pro

teccibdn de Reed y Muench.



DL50 Y PROTECCION SEGUN REED Y MUENCH (17)

11

1.- Hacer una suspensidn de 10 bacterias de Listeria monocyt&-

genes / ml. ajustadas por Nefelometria.
2,- Tomar 5 lotes de 6 ratas e inocularlas con 1 ml de la suspen

sibn anterior procediendo de la siguiente amanera:

Lote Dilucién
locmmmmm e - original
g 1:10
L L T L . 1:100
S 1:1000
U 1:10000

3.- Calcular la proporcibén de la mortalidad para cada lote.

4.- Observar la dosis entre las cuales se encuentran aquéllas -

que mata al 50% de los individuos.

5.- La DL50 se calcula mediante el siguiente procedimiento:

DP= X - 50
X -Y

DP: Distancia proporcional entre la dilucidén inmediata superior
e inmediata inferior a la que mata al 50% de los individuos.

X: Mortalidad por ciento de la dilucidén inmediata superior a la
que mata al 50% de los animales.

Y: Mortalidad por ciento en la dilucién inmediata inferior a la

que mata al 50% de los animales.

Log DL50 = A - (DP x B)



A:

Log Negativo de la dilucidn

al 50% de los animales.

B:

Log del factor de dilucién

inmediata superior a la que mata




INDUCCION DE DIABETES MELLITUS (19)

1.- Pesar las ratas y etiquetarlas adecuadamente para evitar con-

fusiones.

2.- Preparar una solucidén de Alloxdn de 60 mg/ml. en agua destila

fria, protegiéndola de la luz.
3.- Anestesiar las ratas en una cimara de é&ter etilico.

4.- Administrar por via subcutdnea la cantidad correspondiente al

alloxan.

5.- Cuantificar a los 5 dias la glucemia por el método de la o-To

luidina.

Otra forma de inducir la Diabetes Mellitus es la siguiente:

1.- Inocular alloxin por vena de pene, 43 mg/kg de peso en solu--

cidn salina isotbnica.

2.- Este método vuelve hiperglucémicas las ratas en 48 hrs.



CUANTIFICACION DE GLUCOSA (16)

1.- Anestesiar al animal en una cédmara de éter.

2.- Obtener por puncién cardidca 2 ml. de sangre en un tubo de

ensaye de 13 x 100.

3.- Dejar coagular la sangre y centrifugar a 5,000 revoluciones

por minuto (rpm) por 5 min.

4.- Extraer con una pipeta Pasteur el suero, pasarlo a otro tu-

bo de ensaye de 13 x 100 limpio y seco.

5.- Poner en otro tubo de ensaye 13 x 100 0.1 ml de suero y adi

cionarle 5 ml. de solucibn de o-Toluidina.

6.- Colocar en otro tubo de ensaye de las mismas dimensiones --
0.1 ml de solucibén patr6n de concentracidén conocida de 100 mg/-
100 ml, agregar 5 ml de solucidén de o-toluidina, este tubo se -

rotula como patrén.
7.- Preparar un blanco de reactivo.

8.- Colocar los tubos perfectamente rotulados en un bafio de agua

a ebullicibén durante 10 min.
9.- Desarrollando el color enfriar al chorro de agua.

10.- Leer las absorciones del patr6n y de los problemas contra -

el blanco de reactivo a 640 nm.

11.- Cllculos: (Absorcibn del problema/Absorcifbn del patr6n)100=C

C = Concentracién de glucosa en mg/100 ml de suero.



OBTENCION DE CELULAS DE EXUDADO PERITONEAL (17)
CEP

1.- Inocular 1 ml. de aceite mineral USP via intraperitoneal (ni-®
ca dosis en las ratas problema y en sus respectivas normales 3 --

dias antes de su uso.
?.- Anestesiar las ratas en camara de éter.

2.- Fxtraer 2 ml. de sangre por puncidn cardidca para cuantifica-

cidon de glucosa.

4,- Sacrificar las ratas e inocularles a cada una 40 ml. de solu=
cién salina citratos fria por via intraperitoneal, agitar levemen

te el animal.
5.- Cosechar con una pipreta Pasteur las C.E.P.

6.- Centrifugar y lavar en 2 ocasiones con solucidén salina citra-

tos fria.

7.- Resuspender cl precipitado en 2 minutos de solucidén de Krebs

Henseleit.

6

8.- Ajustar a 20 x 107 _.q. 7.5 / ml.

9.- Su utilizacién es inmediata.



PREPARACION DE PARTICULAS OPSONIZADAS (20)

1.- Preparar una solucién de Zymosin de 10 mg/ml. en agua destila-

2.- Centrifugar a 2000 rpr por 5 min. desechando el sobrenadante

por dos ocasiones.

3.- Resuspender en 2 ml. de agua destilada.

4.~ Opsonizar con suero humano fresco en relacidn 1:1 v/v.

5.- Incubar 20 min. a 37°C en bafio maria.

6.- Centrifugar a 2500 rpr por 5 min. desechando el sobrenadante,
7.- Resuspender en 3 ml. de agua destilada.

8.- Lavar en 2 ocasiones centrifugando a 2500 rpm por 5 min. de-

sechando el sobrenadante.
9.- Resuspender en 5 ml. de agua destilada.

10.- Esta solucifn es estable durante una semana a 4°C.




DETERMINACION DE LA INGESTA DE PARTICULAS COLOREADAS
CON ROJO OLEOSO POR MACROFAGCS (22)

(RCJO OLEOSO)

1.- Disolver 2 grs. de rojo oleoso en 50 ml. de aceite mineral en

un mortero.

2.- La suspensién se centrifuga a 10 000 rpm por 15 min. para eli-
minar las particular insolubles, el colorante disuelto es estable

indefinidamente a temperatura ambiente.

3.- Debido a que la concentracidn de Rojo Oleoso en aceite varia -
de muestra en muestra se toma en cuenta el siguiente factor que --
convierte la absorcidn en miligramos de aceite que a su vez permi-

te la normalizacibn y comparacidén de resultados.

4.- Agregar 10 microlitros de la solucidén anterior en 10 ml. de --

dioxano y leer a 525 nm., la siguierte f6rmula es cl factor de co-

rreccién:
0.89 = F¢ 0.89 es la densidad del
Abs. aceite mineral

5.- Resuspender 50 mg. de lipopolisacéirido de Escherichia coli en

3 ml. de agua destilada.

6.- Sonicar la suspensibén anterior con 1 ml. de solucibébn de rojo -
olcoso, las condiciones de sonicacifn no son importantes, ya que -

al final la solucidn solo debe de tencr el aspecto de malteada de

fresa.




7.- Opsonizar con un volGmen igual de suero fresco humano a 37 ° C

por 30 min.

8.- Para el ensayo de la ingestidn se utilizan una serie de tubos

de 13 x 100 siliconizados

9.- Agregar a cada tubo 0.6 ml de solucidn de Krebs-Henseleit --
y 0.2 ml de la suspensidn de lipopolisacdrido de E. coli con el -

rojo oleoso
10.- Preincubar 15 minutos a 37°C

11.- Aldicionar 0.1 ml de C.E.P. ajustadas a 20x 109

células / ml.
12.- Incubar a 37°C durante 5 minutos .

13.- Parar la reaccibn con 3 ml de Krebs-Henseleit fria

14.- Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos desechando el so-

brenadante
15.- Lavar en 2 ocasiones con solucidén de Krebs-lenseleit fria.

16.- Limpiar perfectamente las paredes del tubo y drenarlos por

5 minutos.

17.- Agregar 2 ml de Dioxano y agitar en el vortex para extraer

el colorante
18.- Centrifugar a 5000 rpm durante 15 minutos

19.- Leer el sobrenadante contra un blanco de Dioxano a 525 nm.




METODO ESPECTROFCOTCMETRICO PARA LA REDUCCION DEL
NITROAZUL DE TETRAICLIO ( 21)

( NAT )

1.- Preparar una solucién de Nitroazul de tetrazolio ( NAT ) en -
solucibén salina amortiguadaz a pH = 7.4 de 2 mg/ ml , filtrar para

eliminar el material insoluble

2.- Proceder de acuerdo al siguiente cuadro , para cada muestra -

se hace duplicado

SOLUCIONES PRCBLEMAS NORMALES
F R F R

Sol. de Krebs-Henseleit 0.3 ml 0.4 ml 0.3 ml1 0.4 ml

(92

Particula oprconizadas .1 ml 0.1 ml -
KCN 0.1 N 0.7 m} 0.1 ml 0.1 ml1 0.1 ml
Sol. de NAT 0.4 ml 0.4 ml 0.4 m1 0.4 ml

3.- Incubar todos los tubes a 37°C por 15 minutos

4.- Agregar a todos los tutos 0.1 ml de C.E.P. ajustadas a 20 x 106

células / ml , incubar 20 minutos a 37°C
5.- Parar la reaccién con 2 ml de HC1 2.5 N

6.- Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos , desechar el sobrena-

dante |,

7.- Agregar 4 ml de Piridina a cada tubo y poner en bafio Maria a -

ebullicién por 20 minutos




8.- Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos , leer a 515 mm

sobrenadante contra un blanco de Piridina

Nota
F fagocitando

R reposando

el



ACTIVIDAD DE ION SUPER OXIDO (23)

1.- Preparar en el momento una solucibén de 59 mg. de citocromo C

en 5 ml. de agua destilada.

2.- Proceder de acuerdo al siguiente cuadro, tanto problema y nor

mal se hacen por duplicado:

Soluciones Fagocitando Reposando
(37°C) (0°C)

Sol de Citocromo 0.05 ml. 0.05 ml.

Particulas opsonizadas 0.05 ml. 0.05 ml.

c.E.r. 10° células / nl. 1.5 ml. 1.5 ml.

Incubar los tubos durante 20 minutos a las temperaturas correspon

dientes.
3.- Centrifugar los tutos a 5 000 rpm/30 min.
4.- Leer contra blanco de agua destilada a 550 nm.

5.- La disminucién de la absorcidn es directamente proporcional a

la actividad de ién Super 6xido.




CAPACIDAD DI HALOGFNACION (24)

1.- Preparar las siguientes soluciones:

a) .- Amortiguador de Na.,HPO4 y NaH,,PO4 pH = 7.4

b).- NaCl 1.28 M
¢).- KC1 0.12 M
d).- CaCl, 0.1 M
e).- MgCl, 0.002 M
f) .- Glucosa 0.02 M
g).- Nar‘?® 50 000 cpm

Mezclar 1 ml. de cada solucién y rotularla como solucién de yoda-

cibén.

2.- Proseguir de acuerdo al siguiente cuadro, todas las muestras se

hacen por duplicado, rotular perfectamente normal y problema:

Soluciones F R
Sol. de Yodacibn 350 pl 350 nl
particulas opsonizadas 50 ul ---

agua destilada --- 50 ul

preincubar 15 min. a 37°C

C.E.D. 0.01 ml. 0.01 ml.

25 x 10%6&1ulas/mi.

incubar 30 min. a 37°C

Tiosulfato de sodio 0.1 ml, 0.1 ml

TCA  10% 1 ml. ] ml

B
350 ul
50 pl

0.1 ml

0.1 mil.




=
|1}

F= Fagocitando Blanco

R= Reposando E= Fstandar

3.- Centrifugar todos los tubos a 4 000 rpm por 15 min., desechan-
do el sobrenadante.

4.- Lavar el precipitado 3 veces con TCA al 10%

5.- Leer en un contador de centelleo para particulas Gamma.



CELULAS FORMADORAS DE PLACA (18)

1.- Inocular las ratas con 1 ml. de eritrocitos de carnero al 10%

en la vena del pene 4 dias antes del experimento.

2.- Extraer el vaso y colocarlo en una caja de petri con 10 ml. -

de MEM frio, disgregar perfectamente el contenido esplénico, pa--

sar a tubos de hemflisis y dejar sedimentar.

3.~ Pasado un minuto de sedimentacidén tomar el sobrenadante y ha-

cer diluciones 1:10. Contar blancos con alicuotas.

4.- Torar 0.1 ml. de esta solucidn y mezclarla con 0.2 ml. de glé
bulos rojos de carnero (GRC) en un caja de petri de aproximadamen

te 5 ¢m. de diadmetro.

5.- Afiadir a la solucidén anterior 2 ml. de agarosa al 0.6 % en --

MEM que sea mantenido a 45°C.

6.- Homogenizar perfectamente e incubar 45 min. a 37°C.

7.- Agregar 2 ml. de complemento, diluido 1:10 en solucidn salina.
8.- Incubar nuevamente a 37°C durante 30 min.

9.- Eliminar el suero y agregar 2 ml. de MEM frio para parar la -

reaccidn.

10.- Contar el nimero de placas de hemélisis,



RESISTENCIA BACTERIANA (25,26)
Nota: TODO EL PROCESO SE HACE EN CONDICIONES DE ESTERILIDAD.

1.- Inocular 5 ml. de sol salina citratos fria en la cavidad pe-

ritoneal de la rata.

2.- Agitar en forma homogénea todas las ratas, rotular perfecta-

rente problemas y normales.
3.- Obtener 3 ml. de exudado en la cavidad peritoneal.

4.- Tomar 0.3 ml. de la suspensidén anterior y aforar a 3 ml. cen
trifugar a 1500 rpm por 5 min., tomar 0.05 ml. de sobrenadante y

sembrarlo en una caja de petri con hagar soya tripticasa, rotular

la como la Ja. lavada.

5.- eliminar cl sobrenadante y resuspender el botdén celular en 3

ml. de solucién salina.

6.- Centrifugar a 1500 rpm por 5 min., del sobrenadante tomar 0.05

ml. y sembrarlo como el paso anterior, rotulando Za. lavada.

7.- Eliminar el sobrenadante y repetir el paso 5 y 6, solo que -

ahora se¢ rotula la caja como 3a. lavada.

8.- Congelar y descongelar el botdn celular sucesivamente por 5 -
ocasiones, hacer diluciones 1:20 y 1:200, sembrar en respectivas

cajas de petri con hagar soya tripticasa, rotulando cada une de -

las diluciones.

9.- Tomar el Bazo y homogenizarlo en 4 ml, de solucifn salina.




10.- Pasarlo a un tubo de ensaye de 13 x 100 y dejar reposar un -

min.

11.- Tomar 0.3 ml. del sobrenadante y aforar a 3 ml. con solucién

salina.

12.- De 1a dilucidn anterior torar 0.05 ml. y sembrarlo en una -

placa de hagar soya tripticasa, rotularlo como la Ia. lavada di-

lucibn 1:20.

13.- Hacer diluciones sucesivas 1:2C00 y 1:2000 y sembrarlos como

en el paso anterior, rotular perfectarente la dilucién respecti-

va.

14.- Eliminar el sobrenadante del tubo que contiene el botdn ce-

lular, resuspenderlo, y aforar a 3 ml. de solucién salina.

15.- Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min del sobrenandante hacer
diluciones sucesivas 1:20, 1:20C , 1:2000 y semtrar como en el pa
so anterior, rotulando como la 2a. lavada y la dilucién respecti-

va.

16.- Repetir los pasos 14 y 15 rotulando como la 3a. lavada.




FORMACION DE ROSETAS POR MACROFAGOS DE LA CAVIDAD
PERITONEAL

[

.- Obtener C.E.P.

o

.- Suspender en 3 ml. de Medio Esencial Minimo (MEM).
3.- Colocar la suspensidn anterior en tubos para cultivo de te-
jidos e incubarla a 37€ durante media hora.

4.- Tirar con sumo cuidado el sobrenadante y lavar en 2 ocasio-

nes con MEM a 37°C
5.- Suspender en un ml de MEM frio.

6.- Agitar para despegar los macr6fagos adheridos a las paredes

del tubo.

7.- Ajustar a 10° células/ml.

8.- Colocar en placas para microtitulacién de 0.025 de la solu-
cifén anterior.

9.- Colocar 0.1 ml. de Gldbulos Rojos de Carnero GRC al 10% de
MEM, opsonizades con IgG en unidades subaglutinantes.

10.- Incubar la placa de microtitulacidn tapada por espacio de
45 min. a 37°C con agitacibn cada 5 min.

11.- Colocar 1 gota con una pipeta Pasteur cn un porta objetos
limpio y seco y taparlo con un cubreobjectos.

12.- Leer al microscopio 100 células y reportar c¢l porcentaje -
de células que forman rosctas.

Nota: Se considera roseta a 3 o mis eritrocitos pegados a 1 ma-

crbfago.




CUANTIFICACIOCN

DE PROTEINAS TOTALES SEGUN EL METODO

DE BIURET (16)

1.- Para el ensayo de proteinas totales, seglin el Método de Biuret,

proceder de acuerdo al siguiente cuadre; para cada suero hacerse -

por duplicado, rotular perfectamente problemas y normales.

Solucidn Problema Blanco Patrén Blanco
Problema patrdn
suero problema 0.1 ml 0.1 ml --- ---
patrén de proteinas 0.1 ml 0.1 ml.
reactivo de Biuret 5 ml --- 5 ml ---
reactivo de referencia - 5 ml - 5 ml
2.- Mezclar suavemente y dejar reposar 30 min. a temperatura amtien

te.

3.- Medir la absorcidén de problema y de patrén contra el reactivo de

Biuret solo y la de los blancos contra agua.

4.- La concentracidén de proteinas se obtiene segiin la férmula sig.:

ﬁﬂ;oblema

"~ Aptanco problema

Apatrdn -

Ablanco patroén

x 6 = p/100 ml.

5.- La longitud de onda erpleada es de 546 nm.



DETERMINACION CUANTITATIVA DEL COMPLEMENTO EN UNIDA-
DES 50% HEMOLITICAS (27,28)

Von Krogh propuso que la relacidn entre la concentracién de
complemento o hemolisina y el grado de hemdlisis se podria calcu-

lar mecdiante la siguiente formula:

Y = XP/x"k®

De donde:
Y = grado de hemdlisis
X = concentracién o hemolisina

n y K son constantes (necesarias para el ajuste a la ecuacidn de

la recta).

Para aplicar la ecuacién anterior a la titulacién del comple
mento o a la hemolisina deberd despejarse la X quedando:

X =K (Y/1-Y)

Debido a que la ecuacién anterior nos representa a una curva
sigmoide en la cual no se pueden hacer cilculos precisos. Pero -
si dicha ecuacifn se transforma logaritimicamente la relacidén en-
tre la concentracién de X y el grado de hemblisis se hace linea -
1.

Log X = Log K +1/n (log Y/1-Y)

Esta ecuacifn corresponde a una linea recta que es igual a -

Y = mx + b.

Y = Log de X
m= 1/n
= Log de K
x = Log ( Y/1-Y).




La titulacidon de la actividad 50% hemolitica se define como-
la cantidad de suero necesaria para lisar al 50% de un ntGmero de -
eritrocitos dados. Esta es una definicién arbitraria ya que la --
magnitud dependerd de la fragilidad de los eritrocitos usados, nfi-
mero de eritrocitos, cantidad de hemolisina usada, pH, temperatura.
Debido a &sto todos los factores anteriores deben ser cuidadosamen

te regulados.

PROCEDIMIENTO
l1.- Lavar 3 veces los gl6bulos rojos de carnero y preparar una sus

pensibn 2% en solucidén amortiguadora de trietanolamina (TBS).

2.- Ajustar la suspensibn en una celda de espectrofotémetro de la
siguiente manera: Mezclar 0.6 ml. de la suspensién de eritrocitos
al 2% y 3.4 ml. de agua destilada. Leer la absorcién a 550 nm. --
utilizando un blanco de agua destilada, leer el 100% de hemblisis
que debe dar una absorcién de 0.5, si n6 se obtiene esta lectura -
se corrige el volimen mediante la siguiente ecuacibn:

Absorcibén; x vol; _ apcorcign , X vol,

de donde V012 = absorcién1 x voly /0.5

3.- Se toma un volGmen de la suspensién anterior y se le adiciona
un volGmen igual de la hemolisina previamente titulada (2US50%H) -
en TBS. Mezclar bien ¢ incubar a 37°C por 30 min. en agitacibn -
frecuente. transcurrido el tiempo se saca el matraz del bafio y de
esta manera tenemos los eritrocitos sensibilizados en una suspen-

sién del 1%.

4,- Se hacen 2 diluciones del suero problema ( 1:10, 1:20) en TBS




de la manera siguiente:

A 0.6 ml. de suero + 5.4 ml. de TBS = 1:10
B 2.0 mi. de A + 2.0 ml. de TBS = 1:20

Se coloca en bafio de hielo 14 tubos 13 X 100 usando 4 tubos
para cada dilucién de suero (8 tubos) y 2 para cada uno de l1los -

testigos de la prueba. v. gr.

Tabla I

TUBO DILUCION SUERO (X) ERITROCITOS TBS
SENSIBILIZADOS

1 1.0.ml 1.2 ml 0.8 ml
2 0.7 ml 1.2 ml 1.1 ml
3 0.5 ml 1.2 ml 1.2 ml
4 0.3 ml 1.2 ml . 1.5 ml
T pos. - 1.2 ml -
T neg. -- 1.2 ml 1.8 ml

5.- Se mezclan los 10 tubos y se incubtan a 37°C durante 30 min. -

con agitacibén constante.

6.- Sacar los tubos y adicionarles a todos 1.0 ml. de TBS frio, -
excepto al testigo positivo al cual se le pone 2.8 ml de agua des

tilada, agitar los tubos,.
7.- Centrifugar los tubos a 1500 rpm durante 5 min,.

8.- Leer los sobrenadantes a 550 nm. usando como blanco el tubo -

testigo negativo.

9.~ Calcular para cada tubo ¢l percentaje de hem6lisis cn relacibn




con el testigo positivo, como se ejemplifica en la siguiente tabla:

TUBO VOLUMEN 1:10 1:20
Absorcién % Hemb6lisis Abs. % H
1 0.15 ml 0.35 70 0.1 20
2 0.25 ml 0.43 85 0.2 40
3 0.35 ml 0.46 92 0.3 58
4 0.50 ml 0.48 96 0.37 74

testigo positivo 0.5 de absorcién
para 100% Hemdlisis.

Nota: Cuando contamos con un espectrofotémetro en el que se
puedan medir volGmenes pequefios, los reactivos en la tabla I se co-
locan justamente a la mitad (como se realiza en la técnica original
pero en nuestro caso, donde contamos con un espectronic 20 Bauch §
Lomb, en el cual las cubetas requieren un minimo de 3 ml para po-
der ser leidas, se colocan los reactivos al doble, como la propor-
cién de los reactivos se conserva, el grado de hemélisis en ambas
técnicas debe ser la misma, Debido a ésto nbtese que en la tabla -
IT para hacer los cilculos se toma la mitad de los vollmenes de la

dilucibén del suero que realmente se usbd.

Cilculos.
Log X=Log K + 1/n Log Y/1-Y
Aplicando esta ecuacidén a los datos de la dilucién 1:20 tene-

mos:




-0.8240 = Log K + 2.5798/n (para tubo 1) ----- 1
-0.6020 = Log K + 3.1930/n (para tubo 2) ----- 2
-0.4559 = Log K + 3.5192/n (para el tubo 3)---3
-0.3010 = Log K + 3.7325/n (para tubo 4) ----- 4

Agrupando 1 y 2 tenemos:
-1.4260 = 2Log K + 5.7728/n --==----v---v-vuu- I
Y agrupando 3 y 4 tenemos:
-0.7569 = 2 Log K + 7.2517/n----cmmmmemenmc--= 11
Resolviendo las ecuaciones I y II tenemos que:
n=2.21y log K =-2.019

Sustituyendo en la ecuacidn:

Log X = Log K + 1/n Log Y/1-Y
Log X =-2.019 + 1/2.21 Log 50/1-50
X = 0.3270

En un volGmen de 0.3270 tenemos 1 U. de Hemb6lisis al 50%/ml.

tendremos 3.058 unidades y en el suero sin diluir se tendrin 61.16

U de Hemdlisis al 50%.

E1l cdlculo lo podemos realizar también sobre papel semiloga--
ritmico de probitas, tomando para las abcisas el porcentaje de he-
mblisis y para las ordenadas el volGmen usado (ml) de la dilucidn
del suero. Una vez que se ha construido la grifica se localiza el
volimen que se requiere para producir el 50% de hemblisis, con es-
te volGmen se calcula cuantas unidades hemoliticas al 50% hay por
mililitro de suero diluido, después se multiplica por el factor de

dilucidn, para obtener el valor de unidades hemoliticas al 50% que

tiene el suero sin diluir.



Cdlculo de U de hemdlisis al 50% mediante el uso de probitas

con el ejemplo de la tabla II.

El valor que se obtiene en la grdfica en el eje de las abci-
sas es de 0.3 que corresponde al U de Hem6lisis al 50%, aqui tene
mos una unidad hemolitica y en un mililitro se tendrdn 3.225 vy -
multiplicando por la dilucidén (1:20) se tiene 63.4 unidades hemo-
l1iticas al 50% en un mililitro de suero sin diluir. (ver grifica

anexa).

En este trabajo se calcularon todos los valores mediante el -

uso de papel semilogaritimico de probitas.
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ANIMALES DE TRABAJO




ANIMALES DE TRABAJO

Animales usados en todos los experimentos.

1} .- Ratas macho, cepa Wistar, cuya edad oscilaba entre 4 y 6 me

ses y por ninguna razbn debe de variar de éstos limites.

2) .- Cobayos de 4 meses sin importar el sexo.



REACTIVOS




REACTIVOS

Reactivo Cantidad Marca
Aceite mineral 1 1 usp
Acido Tricloroacético 100 g Merck
Acido Clorhidrico 1 1 Merck
Agar soya tripticasa 454 ¢ Difco
Agarosa 454 g Difco
Alcohol Etilico absoluto 1 1 Sigma
Alloxan grado reactivo 100 g Sigra
Cianuro de Potasio 30 g Baker
Citrato de Sodio 100 ¢ Baker
Cloruro de Calcio 100 g Merck
Cloruro de Magnesio 100 g Merck
Cloruro de Sodio 100 g Merck
Cloruro de Potasio 100 g Merck
Eritrocitos de carnero 100 ml
Hidr6xido de Sodio 100 g Merck
Nitroazul de Tetrazolio 10 ¢ Sigma
Rojo Oleoso 10 g Sigma
Sacarosa 100 ¢ Baker
Tiosulfato de Sodio 10 g Sigma
ZYmosan 10 g Sigma



MATERIAL Y EQUIPO




MATERIAL Y EQUIPO

Materiales usados:

Equipo

Contador de centelleo para radiacidn gama

Estufa de temperatura controlada €0x60x60 cm. marca Mapasa.
Refrigerador de 12 pulgadas.

Centrifuga clinica de 8 camisas, marca Solvat

Autoclave vertical de 60x25 cm. cap. 15.87 cm3
Balanza analitica Mettler mod. H-80
Potencidémetro marca Sargent Welch mod. PBL 400
Espectrofotémetro marca zeizz mod. PM 2 DL
Microscopio compuesto American Optical mod. One-Ten

Balanza granataria marca Ohaus cap. max. 1 Kg.

Bafio Maria de temperatura controlada marca Riosa mod B-5



Material:

Cdmaras de Hematocrito (5) marca BrightLina cat. 4011
Tubos capilares marca Hyland (500)
Porta objetos marca Ave 76x26 mm una caja

Pipetas para glébulos blancos marca Propper Trophy

Cajas de petri (50) 15x150 mm. marca Corning.

Tubos de centrifuga (20) 13x100 mm. marca Pyrex

Tubos de ensaye (100) 13x100 mm. marca Pyrex

Matraces Elenmeyer (4) cap. 1 1. marca Pyrex

Matraces Erlenmeyer (14) cap. 500 ml. marca Pyrex

Matraces Erlenmeyer (10)cap. 250 ml. marca Pyrex

Matraces Erlenmeyer (5) cap. 100 ml. marca Pyrex

Matraces Erlenmeyer (5) cap. 50 ml. marca Pyrex

Matraces
Matraces
Matraces
Matraces
Jeringas

Jeringas

aforados
aforados
aforados

aforados

(5)
(5)
(5)
(5)

cap. 100 ml. marca Pyrex

cap. 250 ml. marca Pyrex

cap. 1000 ml. marca pyrex

cap. 500 ml. marca pyrex

desechables (100) 10 ml. Beckton Dikinson

desechables (100) 1 ml. Beckton Dikinson

Agujas desechatles (100) No. 20 Beckton Dikinson

Mechero bunsen (3) Fisher

Papel aluminio

Pipetas graduadas (10) 10 ml. marca Pyrex

Pipetas graduadas (20)

Pipetas graduadas (50)

5 ml. marca Pyrex

1 ml. marca Pyrex

Vasos de¢ precipitados (20) 500 ml. marca Pyrex




Vasos de precipitados 2 100 ml. marca Pyrex
Vasos de precipitados (2) 50 ml. marca Pyrex
Espdtulas de acero inoxidable (%)

Estuche de diseccién (1) Stainless D-12

Jaula metabélica (6) 40x60 cm.




PREPARACION DE SOLUCIONES



PREPARACICN DE SOLUCIONES
ALLOXAN.- Se disuelve la cantidad necesaria (151 mg/ Kg de peso) en agua desti
lada, para via subcutdnea. En caso de administrar por via intravenosa se pre-

paran 43 mg. por Kg. de peso en solucién salina estéril, se protege de la luz

y se mantiene en hielo.

SUSP - SION DE ERITROCITOS DE CARNERO: Se prepara a partir de sangre fresca de
carnero, se lavan en 2 ocasiones con solucién salina isotbénica fria; una vez -
lavados, se resuspenden en solucidén salina, el paquete celular con 9 veces su

vol@men. Se puede conservar a 4°C por una semana.

MEDIO MINIMD ESENCIAL DE EAGLE (MEM): Se disuelven 9.6 g de medio en un litro
de agua destilada.

AGAROSA. - Se disuelven 0.6 g de Agarosa en agua destilada.
OOMPLEMENTO. - Se utiliza suero fresco de cobayo como fuente de complemento.

SOLUCION SALINA ISOTONICA.- Se disuelven 8.5 g de cloruro de sodio en 1 litro
de agua destilada.

SOLUCION SALINA CITRATOS.- Disolver 0.04 g de citrato de sodio en 100 ml de -

solucifn isotbnica.

SOLUCION DE KREBS HENSELEIT pH = 7.4: Consta de la siguiente mezcla de solu--

ciones:
a) .- NaCl (0.154 M) 100 partes
b) .- KC1 (0.154 M) 4 partes
c).- CaCl2 (0.11 M 3 partes
d).- 1(}121’04 (0.154 M) 1 partes
e).- MgSO, (0.154 M) 1 parte




f).- Glucosa 260 mg/130 ml de la mezcla
g) .- NaH(0 (3.23 mg/250 ml de agua destilada)

h).- Na HCO (3.23 mg/250 ml de agua destilada)

3
burbujeado con CO2 durante 30 min

Mezclar las soluciones a, b, ¢, d, e, f,

Ajustar a pH 7.4 con la solucién y completar a Z1 partes de NaHCO3 con solu--

cién h.

ROJO OLEOSO: Disolver en 50 ml de aceite mineral 2 g de Rojo Oleoso, centri-
fugar a 10 000 rpm por 15 min, extraer el sobrenadante el cual se utiliza co-

mo como particulas coloridas y es estable indefinidamente a temperatura ambien

te.

NITROAZUL DE TETRAZOLIO (NAT): Disolver 20 mg en ml de agua destilada, ajus-

tar con cloruro de sodio la isotonicidad.
ACIDO TRICLORO ACETICO (ATC): Disolver 10 g en 100 ml de agua destilada.
TIOSULFATO DE SODIO: Disolver 10 g en 100 ml de agua destilada.

YODO RADIQACTIVO 117°: Ajustar a 0.05 uCi/ tubo de un vial que contiene 1.7 -
mCi/mg.

SUPER OXIDO: De acuerdo a la pureza del reactivo pesar la cantidad necesaria

de Citocromo C para que quede en una concentracidn de 59 mg por 5 ml de agua

destilada.

AGAR SOYA TRIPTICASA: Pesar 59.4 g en 1 1 de agua destilada y calentar al au-

toclave durante 15 min a 1 kg de presién/cmz.




SOLUCION DE HALOGENACION: Consta de la siguiente mezcla de soluciones:

a).- NaCl (0.128 M) 1 parte
b).- KC1 (1.2 x 10-2M') 1 parte
c).- Cacl, (107> M 1 parte
f d) .- Na1'?s (0.05 micro Ci) 1 parte
e).- Glucosa (2 x 1073 M 1 parte
| £).- Amortiguador de NaH,PO,/ NaHPO, (4 x 10™% }) 1 parte




RESULTADOS




CALCULO DE U SEGUM EL METODO DE MANN WHITNEY (15)
Ejemplificaremos la obtencién de U para los datos de Rojo oleoso.
1.- Ordenar los datos en grupos afines (problemas y normales).

2.- Enlistar indistintamente los grupos asignindoles ntimeros progresi-

vos de los valores mids bajos a los mds altos.

3.- En caso de existir dos o mds valores iguales se procederi a enume-
rarlos en n{meros progresivos hasta agotar la cantidad de muestras semejan-

tes, sumar el valor numérico asignado y dividirlo entre la cantidad de mues

tras.

4.- Seguir enumerando en orden progresivo hasta agotar las muestras.

5.- Sumar en cada grupo todos los valores asignados a cada muestra, a

este nuevo valor se le llamari R.

6.- Aplicar la siguiente f6rmula para encontrar el valor de U:

U

= Pqmg t V2 omy () - Ry

U2 = nn, + 1/2 n, (n1 + 1) - R1
De donde n, y n, son el nimero de muestras.
7.- Seleccionar el valor absoluto mis pequefio para U.

8.- Referirlo a las tablas de probabilidad de Mann Whitney.




mg. de Rojo oleoso en ambos grupos.

N D
0.84 - 12 0.91 - 18
0.70 - 5 0.70 - 5
0.70 - 5 0.73 - 9
0.84 - 12 0.70 - 5
0.87 - 16 0.87 - 16
0.84 - 12 0.84 - 12
0.70 - 5 0.73 - 9
0.70 - 5 0.70 - 5
0.84 - 12 0.87 - 16
0.63 - 1
R1 = 85 R2 = 65
n, = 10 n, = 9

Aplicando la f6rmula anterior:

U1 = 70 u, = 80

Referir a la tabla para encontrar los niveles de significancia, en este

ejemplo el valor tabulado es 20.

Si el valor tabulado es\s’al mis pequefio de U de cualquier poblacibn, -

podemos encontrar estadisticamente diferentes los grupos analizados con una -

P ¢ 0.05.




TABLA DE PROBABILIDADES DE MANN WHITNEY

mtn, 2 3 4 5 6 7 8 [ to t 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1
2 o o o o o t 1 I 1 ' 2 2 2 2
3 ° ! 1 2 2 3 3 4 4 s 5 6 6 7 7 8
4 o o 1 2 3 4 + 5 [4 7 8 9 10 i it 12 13 13
§ -] T 2 3 35 6 7 8 9 H 12 13 14 s 7 18 19 20
6 1 2 3 3 [ 8 ] 1t 13 t4 16 17 1y 21 .2 24 23 27
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DOSIS IETAL MEDIA DE ALLOXAN

LOTE NUMERO DE RATAS DOSIS DE ALLOXAN R

1 6 175 mg / kg 1:1.03

2 6 170 mg / kg 1:1.03

3 6 165 mg / kg 1:1.03

4 6 160 mg / kg 1:1.03

5 6 155 mg / kg 1:1.03

6 6 150 mg / kg 1:1.03

7 6 145 mg / kg 1:1.03

8 6 140 mg / kg 1:1.03
MDRTALIDAD

LOTE RATAS MUERTAS MORTALIDAD %

1 6 100

2 6 100

3 3 50

4 2 33

5 0 0

6 0 0

7 0 0
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= 166 mg/ kg

(DP x B)

log 170 = 2.23

.P, = 100 - 50 / 100 - 33 = .746

it

Log 1.03 = 0.013

.23 - (.746 x 0.013)
.220

de peso.




DOSIS EFECTIVA MEDIA DE ALLOXAN

NOTA: Consideramos como ratas hiperglucémicas susceptibles de utilizarse en -

el experimento aquéllas cuya glucemia sea superior a 550 mg/100ml.

IOTE 5 Glucemia

Rata 1 875 mg / 100 ml

Rata 2 850 mg / 100 ml

Rata 3 725 mg / 100 ml

Rata 4 775 mg / 100 ml Proporcifn
Rata 5§ 900 mg / 100 ml de hiperglu
Rata 6 880 mg / 100 ml cemicos 100%
IOTE 6

Rata 1 700 mg / 100 ml

Rata 2 560 mg / 100 ml

Rata 3 800 mg / 100 ml

Rata 4 730 mg / 100 m1  Proporcidn
Rata 5 850 mg / 100 ml de hiperglu
Rata 6 760 mg / 100 ml cémicos 100%
LOTE 7

Rata 1 560 mg / 100 ml

Rata 2 230 mg / 100 ml

Rata 3 190 mg / 100 ml

Rata 4 220 mg / 100 ml Proporcién
Rata 5 660 mg / 100 m1 de hiperglu
Rata 6 360 mg / 100 ml cémicos 33.3 ¢

[



LOTE
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata

LCG DE

LOG DE

LOG DE

DE

56

50

50

50

507

[o 37, BEE - SRV N N

A-( DP x B)

A= Log 155 = 2.19
DP=100- 50/ 100-33= .75
B= log 1.03 = 0.013

2,19-( 0.75 x 0.013 )
2.19- 0,0097
2,1803

102.1803

151 mg/Kg de peso por via subcutinea .

GLUCINIA
220 mg/ 100 ml
330 mg/ 100 md
190 mg/ 100 ml
220 mg/ 100 ml
360 mg/ 100 ml
570 mg/ 100 ml

Proporcién de hiperglucéricos
16 %
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INCORPORACION DE PARTICULAS COLOREADAS CON
ROJO OLEQSO POR CELULAS DEL EXUDADO PERITONEAL

GLUCEMIA ABSORCION
mg/100 ml
110 0,24
620 0.26
140 0.20
550 0.20
120 0.20
730 0.21
125 0.24
679 0.20
115 0.25
660 0.25
119 0.24
590 0.24
125 0.20
710 0.21
131 0.20
635 0.20
117 0.24
585 0.25
102 0.18

mg DE RQJO
OLEOSO

.84
.91
.70
.70
.70
.73
.84
.70
.87
.87
.84
.84
.70
.73
.70
.70
.84
.87
.63

OOOOOOOOOOOOOOOOOOD

P> 0.05 N.S. ( MANN WHITNEY )

GLUC- JTA

N- 120.4 + 10.7 mg/ 100 ml

D= 651 + 65 mg/ 100 ml.



Para calcular los miligramos de Rojo Oleoso se multiplica la Absorcion

por el factor de conversion:

10 u1/ 10 ml = una absorcién de 0.255

Factor de conversién = 0.89/0.255

Miligramos de rojo oleoso

N =0.76

14

0.087

=]
0

0.78

14

0.090



REDUCCION DEL NITROAZUL DE TETRAZOLIO
PR CELULAS DE LA CAVIDAD PERITONFAL.

RATA GLUCEMIA ABSORCIONES
mg/ 100 ml Fagocitando - Descansando
D, 550 0.37 0.09 0.28 0.275
D, 0.36 0.09 0.27
N1 0.43 0.07 0.36 0.335
Ny 143 0.40 0.09 0.31
D, 604 0.35 0.10 0.25 0.255
D, 0.34 0.08 0.26
N, 0.46 0.06 0.40 0.370
N, 99 0.43 0.09 0.34
Dg 0.35 0.09 0.26 0.255
D3 594 0.33 0.08 0.25
N< 0.46 0.07 0.39 0.375
Nz 143 0.45 0.09 0.36
Dq 0.30 0.06 0.24 0.240
D, 638 0.32 0.08 0.24 \
|
Ny 0.45 0.09 0,36 0.360
Ny 121 0.46 0.10 0.36
D¢ 0.37 0.10 0,27 0.270

Dg 560 0.36 0.09 0.27




RATA

GLUCEMIA ABSORCIONES
mg/ 100 ml Fagocitando- Descansando

S5 0.42 0.10
650 0.34 0.09

0.46 0.10
125 0.46 0.10
631 0.34 0.1

GLUCEMIA :

D= 603.85 ¢ 38.63 mg/ 100 ml

N= 121.00+

20.70 mg/ 100 ml

REDUCCION DEL NAT

(w)
[

0.25306
0.3500

4
1]

l’<: 0.05

0.016
0.021

1+

( Mann Whitney )

0.32

0.25

0.36
0.36

0.23

0.30




ACTIVIDAD DEL ION SUPER OXIDO

GENERADO
RATA GLUCEMIA ABSORCIONES
mg/ 100m1 DESCANSANDO - FAGOCITANDO = ACTIVIDAD

D1 620 0.69 0.43 0.26
N1 110 0.65 0.34 0.31
D2 730 0.68 0.41 0.27
N2 115 0.68 0.39 0.29
D3 670 0.67 0.43 0.24
N3 125 0.65 0.35 0.30
Dy 710 0.69 0.45 0.24
N4 116 0.64 0.38 0.26
D¢ 610 0.65 0.42 0.23
Ng 90 0.65 0.34 0.31
Dg 630 0.68 0.44 0.24
Ne 125 0.62 0.33 0.29
D7 595 0.66 0.46 0.20
N, 95 0.69 0.35 0.34
D8 707 0.68 0.45 0.23
N8 105 0.69 0.33 0.36
Dy 605 0.69 0.45 0.24
N9 102 0.65 0.33 0.32
Dm 590 0.65 0.42 0.23
Nio 125 0.68 0.33 0.35




RATA GLUCEMIA

ABRSORCTION

mg/ 100 ml
D11 710 0.69
N” 117 0.69
D12 635 0.66
D13 585 0.68
GLUCEMIA mg/ 100 ml
D = 645.9 + 52.46

N

111.36 + 12.15

ACTIVIDAD PROMEDIO

=

P

0.238 + 0.017
0.315 + 0.030

{ 0.05 ( Mann Whitney )

DESCANSANDO - FAGOCITANDO

0.44
0.35
0.43
0.45

= ACTIVIDAD
0.25
0.34
0.23
0.23



HALOGENACION DE CELULAS DEL EXUDADO PERITONEAL

( 2 x 10° células / 30 min )

RATA ( FAGOCITANDO
D1 3105
N1 5432
D2 3286
N, 6839
D; 3469
N3 4838
D, 3729
N4 557
DS 3605
NS 6619
D¢ 3267
N6 8167
N, 6838
D=
N =

p € 0.05 ( Mann Whitney )

- REPOSANDO ) - BLANCO

- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890
- 890

- 890

2518

'+

5439

[ 2

234
1124

GLUCE 4IA (mg / 100 ml )
D = 652 + 111
N = 124.8 + 15

GLUCEMIA
770

122
670
122
556
155
550
125
570
125
800
125
100




CELULAS FORMADORAS DE PLACA

RATA GLUCEMIA NUMEROC DE PROMEDIO CELULAS CELULAS
mg / 100 mi  PLACAS NUCLEADAS NUCLEADAS
POR ml  POR BAZO

(x 109 (x10%)

D] 615 5-4-6 50 10.6 1060
N] 110 32-32-30 310 12.2 1220
D, 595 5-8-6 70 10.4 1040
N2 115 37-38-32 360 15.0 1500
D3 620 2 -9 60 11.3 1120
N3 125 31-38-30 330 16.6 1660
04 558 10-9 - 9 90 13.2 1320
N4 140 30-30-35 320 11.3 1130
D5 645 8 -10-9 90 13.0 1300

Los Bazos se homogeneizaron en 10 ml de M.E.M. y se

hizo una dilucién 1 : 10 de donde se colocd 0.1 ml |

en cada placa

RATA crp / 10°CELULAS CFP/ BAZO
NUCLEADAS

D

1 5 5000
N

L 25 31 000
D

2 7 7 000
Ny 24

36 060

D

3 5 6 000
Ns 20

33 000




RATA

[t}

crp/ 10° CELULAS CFP/ BAZO
NUCLEADAS

7 9 000

28 32 000

7 9 000

24.24 + 3.3 CFP / 10° CELULAS NUCLEADAS
6.2 + 1.09 CFP / 10° CELULAS NUCLEADAS
P 0.05 ( Mann Whitney )

33 000 + 2160 CFP / BAZO
7 200 + 1789 CFP / BAZO
P < 0.05 ( Mann Whitney )

GLUCEMIA
122.5 + 13.22 mg / 100 ml
612.6 + 22.5 mg / 100 ml




CELULAS FORMADORAS DE PLACA Zo.

RATA GLUCEMIA
mg/ 100 ml

N1 143

D1 550

N2 95

D2 704

N3 105

D3 631

N4 121

D4 595

D5 605

Los Bazos se resuspenden en 10 ml de M.E.M. y se hizo una dilucidn 1

NOMERO DE
PLACAS

25 12 18
1 0 2
25 19 17
3 7 2
45 40 36
0 4 2
15 21 10
1 0 0
Z 3 6

NUCLEADAS

de donde se tomd 0.1 ml para cada placa

CFp/ 106 CELULAS

20
1
17
4
34

15

PROMEDIO

180
10
200
40
400
20
150

47

EXPERIMENTO

CELULAS CELULAS

NUCLEADAS NUCLEADAS

per ml por BAZO

(xa®y  (x10%)
9.15 915

7.6 760

11.5 1150

10.85 1085

11.6 1160

7 700

10.35 1035

11.25 1125

6.55 655

CFP/ BAZO

18 000
1 000
20 000
4 000
40 000
2 000
15 000
300

4 700

10




N = 21.5 + 8.6 CFP / 10° CELULAS NUCLEADAS

2.66 CFP/ 106 CELULAS NUCLEADAS

o
n

3.06

[

P < 0.05 ( Mann Whitney )

N = 23 250

(R 3

11 354 CFP / BAZO

o
"

2 400

'+

1 896 CFP / BAZO

p < 0.05 ( Mann Whitney )

GLUCEMIA

N =116 + 20.9 mg / 100 ml

[

D = 617

Ve

56.7 m6 / 100 ml
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FORMACION DE ROSETAS E A POR MACROFAGOS DE LA CAVIDAD

PERITONEAL

GLUCEMIA

mg/ 100 ml

800

130
860
140
725
128
710
119
640
125
550
110
605
98

590
121
665

GLUCIMIA mg/

D
N

680.55

121.37

+

+

100 m1
104.7
12.87

ROSETA S

Ry
a2
61
37
64
35
61
34
66
35
58
35
65
3
55
36
59

38

R,
38
58
34
67
37
66
30
60
39
60
40
55
39
62
a4
68
42

37
63
27
60
29
50
36
59
30
55
33
60
34
65
39
65

44

PROMEDIO

35
61
33
64
34
59
34
62
35
S8
36
60
35
61
40
64

41




ROSETAS

D= 36.33 + 2.92 N = 6112 + 2.17

B < 0.05 ( Mann Whitney )




DOSIS LETAL MEDIA Y PROTECCION

( Listeria monocytogenes )

LOTE Nimero de ratas DOS1S MORTALIDAD
i 6 109 bacterias 6
2 6 108 bacterias 6
3 6 107 bacterias 0
4 6 106 bacterias 0
5 6 10° bacterias 0

Log DL50 =A- (DP x B)
A=9
DP

100 - 50 / 100 = 0.5

n

ov]
1

Log 10 = 1

1

Log DL50 =9 - (0.5x1)
Log DL

50 8.5

DL50 = 108‘5 bacterias / via intravenosa .

PORCENTAJE DE
MORTALIDAD
100
100
0
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Listeria Monocytogenes .

BACTERIAS ENCONTRADAS EN BAZO .

PRIMERA LAVADA

1:20
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables

incontables

1: 200
69
63
124
incontables
incontables
incontables
101
97
incontables
163
154
140
150
incontables
95

incontables

1:

2000
15
10
24
31
18
15
86
1
175
106
85
94
63
255
145
137



1: 20

incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables

incontables

SEGUNDA LAVADA

1: 200

75

74

39

79

85

23
incontables

52
incontables
incontables

290

120

300

255
incontables

incontables

1: 2000

14

12

27
10
131
225
113
90
120
64
200

220
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TERCERA LAVADA

1:20
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables
incontables

incontables

1: 200
117
150
135
250
151
134
170
165
incontables
321
254
incontables
incontables
incontables
incontables

incontables

1:

2000

16
14
44
39
13
17
37
220
155
60
137
198
117
100
207



CALCULOS:

Para encontrar el namero de bacterias, multiplicar el nimero de -

colonias por la dilucidn por 4 ml / .3 ml.

el siguicnte factor:

factor de bacterias

Los 4 ml es el volimen

volimen inicial.

la lavada
N, 399.99 «x
N, 266.66 x
Ns 639.99 «x
Ny 826.66 x
Ng 479.99 «x
Ne 399.99 x
N, 2.29 «x
Ng 283,33 x
D, 1.666 x
D, 2.82 X
D3 2.26 X
D4 2.50 X
D5 1.67 X
D6 7.73 X
D, 3.86 X
D8 3.65 X

2000 x 4/.3 = 26.666 x 10

De donde se puede encontrar

3

en que se homogeneizd el bazo, los .3 ml son el

10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10

[= SR =\ S = R =

10
10
10

10

2a lavada

213.333 x 10
213.333 x 10

373.333 x

319.99
329.99

79.99
719.99
266.66

3.49

2.39

3.19
1.70

X

X

X

3
3

103

10
10
10
10

W W W W W

10

10
10

=}

10
10
10
10
10

oS = S« N & S o

10

3a lavada

106.66 x 10°

426.66 x 10°
373.333 x 107
1173.333 x 10°
1039.99 13
346.99  x 10°
455.33  x 10°
986.66 x 10°
5.86  x 10°
4.07  x 10°
1.6  x 10°
3.65  x 10°
5.27  x 10°
3.119 x 10°
2.66  x 10°
5,51 x 10°



Sumar el nimero de bacterias de cada lavada:

N, = 719.99 x 10
N, = 906.66 X 10°
N, = 1013.33 x 10°
N, = 2323.66 x 10°
Ne = 1749.99 x 10°
Ng =  932.99 x 10°
N, = 3463.33 x 107
Ng = 1546.99 x 10°
D, = 14.016 x 108
D, = 12.88 «x 10°
D, = 6.8 «x 10°
D, = 854 x 10°
D, = 1013 «x 10°
D, = 12.149 x 10°
D, = 1185 «x 10°
Dy = 15.02 «x 10°
N, romedio - 1.5819 x 10° ¥ 930.5 x 10°
Dhromedio - 1nam x0T 2,76 x 10

p < 0.05 (Mann Whitney)



GLUCEMIA - LISTERIA MONOCITOGENES

RATA CONCENTRACION
mg/100 ml
Ny =ommsesmmm e om s 110
Ny ==-omemmmsmmm oo m oo 98
Ny =--=mmsmmmmmmommn oo 115
Ny ===smmmmmm s memm oo 130
Ng =mmsmmmmmommssmo oo 120
Ng =--===-m=-msmoommommmemmmeoanee- 113
Noy == mmmm oo 90
Ng =======smmmsmmmmooeomooeeoeooe o 101
D =emmssmmsmsemom oo 550
Dy =mmmmmmmmemmses oo 630
Dy ---mmmmomosmmnesomnoomsoooooe 560
Dy -mmmemmmmeememommmesoemeoeoooooo- 660
Dg ==n-mmmmmmmmomsmemomoeemo o oo 590
Dg =-c--m-mmmememomomomseommmemes 630
D memoemsmseososmesomoooeoe 605
Dg -=m=mmmmmmsmemmmesesommeeo oo 582

D = 600 + 37.68 mg / 100 ml

"N'= 109.62 + 12.8 mg / 100 ml




LISTERTA MONOCITOGENES EN CELULAS
DE EXUDADO PERITONEAL.

Factor de conversidn para encontrar el nimero de bacterias = 10/

0.05 = 200.

donde 10 es el volimen inoculado en cavidad peritoneal, 0.05 ml -

es el volGmen sembrado.

D, 1800 n, 1200
D, 2400 N, 2000
Dy 3000 N, 0
D, 8200 N, 2000
D 4600 Ne 1000
Dg 4200 Ng 800
D, 14200 N, 600
D = 5485.71 + 4378.5
N = 1085 + 729

P < 0.05 (Mann Whitney)




CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

SEGUN EL METODO DE BIURET

CONCENTRACIONES RATAS
6.7 g/ 100 ml N,
6.89 g/ 100 ml N,
6.9 g/ 100 ml Ny
6.7 g/ 100 ml N,
7.7 g/ 100 ml Ng
7.3 g/ 100 ml Ne
7.16 g/ 100 ml N,
7.15 g/ 100 ml Ng
7.3 g/ 100 ml Ng
7.16 g/ 100 ml Nig
7.7 g/ 100 ml D,
6.89 g/ 100 ml D,
6.38 g/ 100 ml D,
6.89 g/ 100 ml D,
7.7 g/ 100 ml D¢
7.4 g/ 100 ml Dg
7.3 g/ 100 ml D,
7.3 g/ 100 ml Dg

=z
1

7.096

+
W

P> 0.05 N.S. ( Mann Whitney )
D = 7.19 + .45




GLUCEMIA - PROTEINAS TOTALES

RATA CONC. mg / 100 ml
Nj  mmmmmmmmmemmome oo oo 110
Ny mmmmmemososme oo 95
N3 """""""""""""""""""""""" 120
Ny =mmmmmmmsmmemmme oo 98
Ng  =-mmmmmmmsm s 134
Ng === =-=smmmmmmmmmmso oo 121
Ny =mmmmmm s 115
Ng ==mmecmommmss ammme coeemeooeo 92
Ng =====mmmmmmmmmsosmemmoioooaoas 130
N]O ----------------------------- 98
Dy =mmmmmememesoses oo eoas 606
I AGAGCETEECTEEREELEEREEREPLERS 710
Dy ==mem-msmsmmsomeooeoieeeeie 625
Dy -m-emeemmsmmmmssoosesoeeseeoos 645
Dg === =--smmmoeesooooeean o - 590
Dy =--=-=mesmesmseescsseessoosoooo 704
Dy =mememssemmmeesomeaoe -~ 580
Dy -oemmmmmemeomsemsceesoeeooo 601
N = 111.3 +  19.06
D = 632.62+  50.12




RESULTADOS DE COMPLEMENTO CON HIMOLISIS AL 50%

Rata Dilucidn
1: 10 1 : 20
Absorcidn Porcentaje de Absorcién  porcentajc
Hemblisis de Hemblisis

D 0.45 99 0.44. 97
0.46 100 0.44 88
0.42 92 0.34 75
0.36 79 0.22 49
N, 0.45 99 0.43 95
0.45 99 0.39 86
0.43 95 0.34 75
0.35 77 0.18 40
D, - 0.39 86
- - 0.33 73
0.25 55
- - 0.10 22
N, 0.47 100 0.40 88
0.46 100 0.36 79
0.41 90 0.25 55
0,35 77 0.14 31
Dy 0.45 99 0.44 97
0.40 100 0.40 88
0.42 92 0.32 70




Dilucién 1 : 10

RATA  Absorcisn Porcentaje de
Hemdlisis

4.- 0.39 86
1.- 0.46 100
2.- 0.44 97
3.- 0.43 95
4,- 0.34 75
1.- 0.45 99
2.- 0.41 90
3.- 0.38 84
4.- 0.29 64
1.- 0.49 100
2.- 0.44 97
3.- 0.40 88
4.- 0.35 77
1.- 0.45 &8
2.- 0.44 97
5.- 0.35 77
4.- 0.26 57
1.- 0.46 100
2.- 0.46 100
3.- 0.45 99
4,- 0.44 97

Absorcién

0.

0.
0.

0.
0.
0.
0.

0.
0.
0.
0.

0

0.
0.

0.

0.
0.
0.

0.

22

45
41

.28

.15

39
34
20

13

43
39
28

16

.40

35
27

20

46
43
35

26

Dilucién 1 : 20

Porcentaje de
Hemblisis

48

99
90
62
33

86
75
44
29

95

86

35

88
77
69

45

100
95
77

57




RATA

b

0

Absorcidn

1.

0.45

.43
.42
.30

o o o O

.31

0.46

.44

A1

o o 2o

.32

0.40

DILUCION 1 : 10

Porcentaje de Hemblisis

99
88
77

64

95
92
86
68

100
95
79
59

99
97
90

70

100
95
92

88

DILUCION

Absorcidn

o o © O

o o o ©

.45
.32
.20
.15

.38
.33
.24
.12

0.38

0

.32
.23

.16

.44
.42
.30

.12

.42
.37

.24

1:

20
Porcentaje de
Hemdlisis
77
70
45
33

84
73
53
26

84
70
51

35

97
92
66
28

99
92
81
55




RATA

(8]

Absorcion

a.

.45

.44
.40

46

.46
.45

.34

DILUCION 1 : 10

Porcentaje de Hemélisis

99
99
97

88

100
100
99

75

Dilucién 1

Absorcion

0.
0.

.44
.42

.36

.36
.24

.14

.35

.30

22

08

: 20

Porcentaje de Hemdlisis

97

79

48

95
86
53

31

77
66
48
18

Testigo positivo ( promedio ) = 0.455



RATA Glucemia Unidades de Hemdlisis al 50 % de

mg/ 100 ml Complemento .
D, 770 129.03
N, 122 114.2
D, 670 83.3
N, 122 95.23
D, 536 125.14
N3 155 108.1
D, 550 86.95
Ny 125 105.26
D5 570 117.64
NS 125 153.84
De, 800 83.33
Ne, 100 86.95
D, 825 90.9
N, 125 100
D8 850 142.85
N8 120 132.33
D9 645 95.24
N9 125 80

Unidades de Hemdlisis al 50 % de Complemento

N = 108.64 + 22.98 P > o0.05 N.S.
D= 106.04 + 22,70 ( Mann Whitney )
Glucemia mg / 100 ml

N

1]

124.33 + 13,93

|

il

690.066

"+

123.72
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha demostrado clinicamente la suceptibilidad del diabético hacia las
infecciones recurrentes ( 1 ) . Dada la imposibilidad de mantener condicio
nes reproducibles de hiperglucemia en pacientes diabéticos , se presenta el
problema de analizar de manera precisa las condiciones operantes del siste-
ma inmune . Esto es lo que ha originado que existan valores tan diferentes
y contradictorios sobre ciertos parimetros medidos en seres humanos ( 29,-

30, 31)

En nuestro modelo podemos encontrar que el evento de incorporacién de
particulas opsonizadas no estd aparentemente perturbado por la deficiencia
de insulina , ya que como se observaz en la grdfica 1 los valores son esta-
disticamente similares ( p > 0.05 ) . Cabe aclarar que no es necesario la
incorporacion de sustancias para que puedan ser medidas por éste método , -
sino que solo basta que se adhieran a la superficie de toda célula que ten-

ga receptores para C3b

La evaluacién de algunos parametros oxidantes lisosomales nos sugieren

ya alguna perturbacidén del evento fagocitico en la parte citopéptica .

En el caso de la generacién del i6én super Oxido encontramos que existe
una diferencia estadistica entre el grupo de los controles y de las ratas
hiperglucémicas como se puede apreciar en la grifica 2 ( P< 0.05 ), donde

se observa mayor generacidn del ién en los controles .

Se ha propuesto que uno de los sistemas que no dependen de Mieloperoxi-
dasa ( 32 ) y que explican el poder letal de las células fagociticas es la
generacién del i6n super 6xido cuya produccién obedece a una reduccién -
univalente del oxigeno molecular . Esta disminucién de la generacién de ién

super oxido €xplica una posible deficiencia en la capacidad destructiva de




aquellas células que no poseen capacidad de halogenacién , como las células
fagociticas mononucleares . Sin embargo se ha encontrado que €stas células
possen un mecanismo similar de halogenacién al que realiza la Mieloperoxi-

dasa ( MPO ) , solamente que es llevado a cabo por la Catalasa ( 33 )

La prueba de la reduccién del Nitroazul de Tetrazolio ( NAT ) es otro
pardmetro que nos va a evaluar el arsenal lisosomdtico de los fagocitos( S),
como podemos observar en la griafica 3 , existe una disminucién cuantitativa
de éste colorante por su menor conversidén a formazan en las ratas hiperglu-

cémicas que en las normales .

Uno de los sistemas oxidantes mids importantes para la destruccién de -
antigenos es el sistema de Mieloperoxidasa ( MPO ) o Catalasa en las células
mononucleares , ( 24 ) como se puede apreciar en la grifica 4 existe una -

menor capacidad de halogenacidn en los problemas que en las ratas normoglu-

cémicas .

Se ha relacionado la activacién de macréfagos con 1a aparicidn en mem-
brana para receptores de Fc de IgG ( 34 ) , en la grafica 5 podemos anali-
zar que existe una disminucién de macréfagos que forman rosetas en los pro-
blemas , es decir hay una disminucién de la proporcién de macrdfagos acti -
vados en condiciones basales en las ratas hiperglucémicas en relacién al -

grupo control .

Al medir la respuesta inmune humoral ( RIH ) por el método de las célu-
las formadoreas de placa ( CFP } ( 18 ) se encontrd que las células forma-
doras de anticuerpos en las ratas hiperglucémicas estd disminuida estadis-

ticamente como se muestra en la grafica 6 .

Dada la importancia biolégica del sistema de complemento , sc ha evalua

do por el método de Von Krogh ( 27 ) , que es una determinacibn cuantitativa



de este sistema en unidades de hemolisis al 50 % . En la grafica 7 se obser

va que no hay diferencia significativa en los valores de actividad del com-

plemento .

Se ha medido en el sistema hiperglucémico inducido por Alloxin , las
condiciones basales de proteinas totales en el suero de animales normales

e hipoinsulinicos sin encontrar variaciones significativas ( P > 0.05 ).

Una prueba que nos demuestra in vivo la accién del sistema inmune en -
concordancia es la resestencia bacteriana , que nos presenta la capacidad -
del animal para manejar una infeccién intracelulular ( 25, 26 ) . Al anali-
zar los datos encontramos suprimida casi 10 veces la capacidad de manejar

la Listeria monocytogenes en las ratas hiperglucémicas en comparacién a las

normales , grafica 8 .

Es un hecho de aceptacidn general que la glucosa juega un papel impor-
tante en la obtencién de energia para los sistemas oxidantes de las células

fagociticas ( 5, 15 ) .

Al seguir como marco de referencia el esquema I podemos decir que en la
generacién del ién super 6xido no existe una explicacién aceptable entre
1a hipoinsulinemia y la actividad del mencionado anién , ya que su for--

macién , hasta ahora , no se ha demostrado que sea dependiente de la de-

gradacién de glucosa .

Al respecto de la prueba de reduccién de NAT , la produccién de formazéin
depende de la capacidad reductora del citoplasma por la utilizacidén de la
glucosa por la via alterna de la degradacién de las pentosas conocido como
la via de la hexosa monofosfato ( 5 ) , aqui el papel de la insulina pue--
de mermar la entrada de glucosa a la célula y disminuir la capacidad reduc-

tiva del citoplasma , debido a la poca produccién de NADH+ n y NACPH + H~




citoplasmitico mediado por la utilizacién anaerobia del metabolito , por lo --
cual se puede relacionar la poca reduccién del NAT en las ratas hiperglucémicas

en relacidén al grupo normal .

La prueba de la capacidad de halogenacién , como dijimos anteriormente , se

encuentra cstadisticamente disminuida .

Siguiendo nuevamente el esquema I podemos proponer que la variacién quizd -
se deba a una deficiencia de la cantidad de enzima halogenante o a una disminu-
cién de la generacién de per6xido de hidrbgeno como consecuencia de la poca --

entrada de glucosa a la célula y su consecuente degradacién por la via alterna .

La explicacidn mas tentadora quizis sea esta Gltima ya que dado el tiempo -
que se mantuvo la hiperglucémia no fué suficiente para haya una disminucién del

contenido normal del arsenal lisosomatico .

Se ha demostrado que 1a hipoinsulinemia en ratones conduce a una pérdida --
significativa del tejido linfatico ( 29, 35 ) y que en animales diabéticos
no se puede desarrollar sencibilidad de contacto ( 30 ) , asi como rechazo efi-
caz de injertos ( 31, 32 ) y que la administracién de insulina restaura estas -
respuestas ( 30,31 ) , causando también un aumento en el peso del Timo y Bazo
{ 30 ). Recientemente sec ha propuesto que existen en las diferentes subpobla--
ciones de linfocitos T variaciones para los receptores de insulina , debido a -
que sc encuentra elevada la actividad de la subpoblacién T supresora en un mode
lo de diabetes inducida por Alloxan ( 31 , 38 ) . Algunos autores proponen gque
esto se debe a una mayor cantidad de receptores para insulina en la subpobla--
cién de linfocitos T cooperadores ,consecuentemente son mis suceptibles a la-
deficiencia de insulina ( 35 ) . Dc ser aplicable a nuestro sistema las conje--
turas anteriores sec puede explicar el porqué algunos cventos independientes de
la utilizacién de glucosa sc encuentran mermados al disminuir 1a insulina cir-

culante , por lo tanto los linfocitos T cooperadores podrian ser los primeros




en resentir la disminucién de la hormona haciéndose patente
la accidén de los linfocitos T supresores , €sto podria expli

car el porqué de la poca generacifén del i6n super 6xido .

Al evaluar la RIH debemos tomar en cuenta la cooperacidn
entre células T - By T - Macr6fago , quizas la poca activa-
cién de las células B no puede ser debida Gnicamente a la -
hipoinsulinemia , sino a la supresién por parte del linfoci-
to T supresor que podria ser el menos vulnerable a la dismi-

nucidén de insulina .

Actualmente se conoce que existen factores cooperadores
de los linfocitos T hacia los Macrdfagos ; si el linfocito T
cooperador estd deprimido en su accidén por la falta de insu-
lina , he aqui la posible explicacidén por la poca aparicién

de receptores para Fc de IgG en nuestro experimento .

Podemos decir en base a nuestros resultados que la defi-
ciencia en los eventos inmunolb6gicos evluados no depende -
Gnicamente de la hiperglucémia ; sino que involucra direc--
tamente otros procesos como la hipoinsulinemia sostenida --
en el animal , ya que se ha demostrado que la administracién
de insulina provoca una remisidén del sistema inmune ( 30,31),
sin embargo parece existir un efecto desencadenante de la hi
poinsulinemia que actda directamente sobre la cooperacidn T-
B y T - Macr6fago , lo que puede traer como consecuencia -
desacoplamiento en la actividad normal de cooperacibn en a--
quellos eventos inmunolbgicos que para su realizacidn no de-

penden de glucosa .
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ESQUEMA 1

( 33)

GLUCOSA

GLUCOSA 6 FOSFATO

NAD + NADP

Co

ATP

NADH+ H' + NADPH+ H'

HALOGENO + MPO

DESTRUCCION =& HZOZ

\




SRAFICL 1
INCORPOULACION Db PaalICULas COULOREADAD
CON ROJO OLEOSO POR CELULAGL DEL LXULALO
FERIILAL .

20+ 0.0

M

—AAA

S0+ OF

)
-

I W

| &

&00

50C

400

100

G

17D

T ON

+

19 QoL /3w ¥

B



GRARICA ?
ACTIVIDAD DEL ION SUPER 0OXIDO GENERADO
0.3 ¢+ —— 4 700
0.20 T P ¢0.05 aaa T ©o°
ehp+ S2.40

0.25 <+ 0.231540.07 ———pe— 4+ %00

.

e

c

’ &

<] )

9{3."0 T T 140(;;]

o —_—t1 -
~
=)
A

‘:q 002381’0.(‘ D? (E

[ - \‘1

015 1 T 200y

o

. S

g

}«J

.10 T -1~ 20C

A41.36417° .1
ﬂ
— 0
I L d v



O

=
o]
[

ABSCRC

GRAFICA 7
AELUCCION DE NITROAZUL DE PsIRAZOLIO POR CELULAS LEL
EXUDAUO PERITOHEAL .
700
62,95+ 30,23

P & 0.05 | coc £
0.3540,02 :
C.25310.C17 C.3210.C . | &
£
e >
5C5
4]
a
—
]
O
ng0 8,

360

121,01 20.7 260

190

c




CinadICs n

BL:;LOGEHACION FOR CELULAC DEL EXUDAUO PERITONEAL

EN UNA HOK ( 2 x 0% CELULAE ) 1

700
l - [ J-l
5 439 + 1124 c25e | 111

F < 0.05 |

+4 200

o0

2517420k 1

do ,‘cﬂ

n

@ VINIONTO

[

.
=

m QOL/3

S




ROFAGOS ~ORMADORES DE ROSETAL

-~
AV

PORCENTAJE DE lMA

GRAFICA 5 L “0C
PORCENTAJE DE MACROFAGOS FORMADOKES UE ROBETAL
ST & 1
700
0T + €00
[
E_‘O -‘L. P <0.0,) L 500
£1,1242.17
~S0+104
3€.33+ 2.722 ‘
ne 4 —— T+ 400
307 + 200
oo 1200
- 124.37+12.77
.
AO 1r— -+ 100
0 C
R D I L

TTION T

u oQL/3a




CELULAS FORMAQURAS DE PLACA /BAZQ, x 70°

35

W
o

1

\

"
O

\n

Y
o

GRAFICA €
CELULAS FORMADORAS DE PLACA

3200042150

r < 0.05

7200 + 1739

1er experimento

122, !

et

r 13.2

612.6+ 22.5

“enefemnan

nt

. 700

400

100

,.
~

THIoNIS

w
|

1T 001 Jw/3o



(&
At

UCLELLAS

»r
R

CELULAS FORMADORAS BE PLACA / MILLON DE CELULAS

30

20

10

GRAFICA ©

CELULAS FORMADORAS DE PLACA “er EXPERIMENTO

£ 0.05
24.25+3.3 £12.,6423 T
6.2+ 1.09
—_— 122.5 + 13.2%2
L L
N D N D

600

Pog
(@]
o
@ 00L/3u  YILEONTO

200

100




364
30T
QO
e3
<t
m
<z
3
T
m
a
[9p]
o
2D
3
o
(@]
o9
n
2]
310
[&]
6 L

2325¢

CELULAS FORMADORAS DE FLACA 2o.

+ 11354

GRAFICA ©

p0.05

2400 +1096

EXPERIMENTO

617+56.7

116+ 20.9

< 700

%]
T 500%,

1@ 00L

- 400

4+ 300

T 200

100

N




-~
O

(]
O

N

\n

ELULAS NJCLEADA

MILLON DE C
S

ELULAS FORMADORAS DE FLACA /

CAFICL ©

CLELULAS FORMALDORAE D PLACA 2o. ELFERIMeNTO

C

-
Pr——
517456, 7
21.5|+ 2.6 + 600
p £0.05 1.
400
200
1,064+ 2.6 s 20.9
——t
——y

Tw Coy /3w VIWIONID



GLAFICA 7

URIDALES DE COMPLEMENTO 505 HESOLITICAS

-lv 7\’30

£ >0.05

()
=3

. HelMOLITIC.aL

4
’

n

~

t;

-

S Lk COMPLENMLHT

-
-

pvi

UNIDAU

120. 6413
4 500

106 + B2.7 108 6 + 22.9 T s0C

124.3+1 .9

ry
-

TIEONT

¢

13 09, /3



AFICA =

-
U

o o GLUCEMIA mgf100 ml o c
O (@] o %, (o] O w o
i~ (W) [TaN o ..2
(2]
(\A)
o~
A 2
b, !
C -
Q o
w o
<
+]
O
1L .
ol 11
O
<
>
S $
< <
fasl
0
4
8
o
S -
QO 4 —
('R =
2 o +l
[}
g S Q
v n
<4 .
m ny <«
=
9]
3 0
[
[ ]
gV}
+]
L 1 o)
! T L
-
-
¥ ¥ T T
[T [qY —t L&)
<« M ﬂ, < — T oo | NG [PaN = 2SN aY] - O

oOr X 0289 U SI3TYRTA sauslojhfoouoy BTIISTT




=/00 ml

PROTEINAS TUTALES

GRAFIC,. 9
CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
—_— 632.G2+ 50.12
{700
—— e
T.096+ 0.3 7. 1940.45
e
. ©00
P>0.05%
-lle 5(:)0
T40C
] 307
T 200
111.3+ 19.06
e T 1C0
N D N D

1@ 00y /3@  VINEONTD



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES
I1.- Los principales eventos oxidantes lisosomales han -
sido evaluados y resultaron estar disminuidos en las ratas

hiperglucémicas en relacidén a los controles

I1.- La Respuesta Inmune Humoral estd parcialmente de--

primida en las ratas hiperglucémicas en comparacién con las

normales

III.- Existe una menor proporcidén de Macré6fagos activa-

dos en las ratas hipoinsulinémicas .

IV.- No existe diferencia apreciable en las concentra--
ciones circulantes de complemento y de proteinas totales -

entre los grupos de experimentacién

V.- Las ratas con diabetes mellitus tipo I presentaron
una menor capacidad para el manejo de infecciones intracelu-
lares lo que nos indica una falta de acoplamiento de la fa-

gocitosis , Respuesta Inmune Humoral y Respuesta Inmune Ce-

lular

VI.- Parece existir un efecto desencadenante de la hipo
insulinemia sostenida que afecta directamente la cooperaciébn

linfocito T - B , y T - Macr6fagos

Este cfecto puede explicarse en funcidén a la distinta -
cantidad de receptores para insulina de las diferentes sub-
poblaciones de linfocitos T , asi el posible desacoplamiento
se deba a la actividad de los linfocitos T supresores que -
pueden resultar ser menos sencibles a la falta de insulina
, ello debido a 1la menor cantidad de receptores para €sta

hormona




Otra posible causa seria la disminucién de la secresidn
de factores cooperadores entre linfocito - linfocito y macrg

fago - linfocito .

Dada 1la dindmica de comunicacidén entre las diversas cé
lulas del Sistema Inmune es factible pensar como explicacior
de nuestros resultados en nuestro modelo los comentarios an-
teriores y no propiamente la ausencia de Insulina sobre las

células células efectoras .
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