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CAPITULO I



EL SISTEMA INMUNE.

las respuestas inmunolégicas son procesos adaptati-
vog extraordinariamente versdtiles, que dan lugar & que
los animales produzcan proteinas reactivas. especificas
como respuesta al estimulo que presentan las innumerables
moléculas orgdnicas y las macromoléculas. Al parecer, es
ta capacidad es de sdquisicidén relativamente reciente
siendo caracteristica dnica de los vertebrados; ningdn
otro tipo ds orgenismo posee ésta gran capacidad de recg
nocer bioquimicamente una variedad aparentemente ilimita
da de sustancias extrinsecas. (3)

Ia principal funcidn del asistema inmunitario ea la
conservacidn de la integridad del cuerpo. Este sistera
ha elaborado mecanismos para repeler y destruir a loa in
vasores de orfgen exdégeno que varian desde los virus,las
bacterias, los hongos y los protozoarios, hasta los meta
zoarices, como los: helmintos. No obstante, cada vez hay
mayor razén para creer que cuando menos, parte del siste
me. inmunitario puede haberse formado para combatir a un
tipo de parasito mucho mds insidioso, cuyo origen esté den
tro del organismo, o sea la célula neopldsioca., Como éstas
células neopldsicas provienen del propioc cuerpo, es un'
problema diffcil que el sistema inmunitario del mismo,
las reconozca como células alteradas, peligrosas para el
individuo, las cuales tienen que ser destruidas. Sin em-
bargo, es bastante razonable el suponer que existen pode
rosos mecanismos de vigilancia inmunitaria, que son capa
ces de lograr el reconocimiento y la destruccidén del te-
jido meoplésico. (2,3)



Ios mecanismos de defensa los podenos dividir en dos
tipos: los no especificos y los especificos. Ios mecanisg
mos no especificos se conocen .también como inmunidad inna
ta, iomunidad naturel o registencia mo especifica y son
todos aquellos mecanismos con los que se nace. la inmen~
sa meyorfa de las infecciones son eliminadas aquf. El me
canismo especifico es aguella inmunidad que adquirimos @
través de la vida y se caracteriza por ser: especifica;
es decir, la inmunidad contra un germen es especifica de
éste, inducible; pare que se genere la serie de efectores
se reguiere de la exposicidén previa del germen en cuestidn,
presenta memoria; en la cudl la inmunidad tiene la capa-
cidad de reconocerlo cuando se le presenta por segunda
ocasidn y es transferible; por suero o por linfocitos
(1,2).

Ia inmunidad adquirida se puede dividir en: activa
y pasiva. la inmunidad activa es aquella en la gue la sg
rie de mecanismos de defensa son generados por el propio
individuo y puede ser: natural; cuando el contacto con el
germen es en forma natural (padecer la enfermedad) e indu
cida; cuando el contacto con 8l gérmen es en forme deli-

" berada (vacunacidn). Ia inmunided adquiridas pasive es
aquelle en la que le son transferidos al individuo loa e
canismos de defense y puede ser también natural; paso por
placenta o por calostro de los anticuerpos via madre-feto
o madre-~producto, y artificial; como la seroterapia.

El sistema inmunitario puede dividirse funcionalmen
te en dos partes. El contacto con sustancias antigénicas



hace gue se active una de ellas o ambasg divisiones del

sistema. Por comsiguiente, la estimulacidn antigénica en
un vertebrado eficientemente inmunitario, puede resultar
en la sintesis de un anticuerpo contra el antf{geno( inmu
nidad humoral), en la aparicién de inmunidad celular reg
pecto de dicho antfgeno o lo mds probable ambos tipos de

respuesta.

e e e s - Antigeno | _ _ __ __ __ _ __
lf_ L - § ] : I
' Sistema Inmunitario |
| Divisidén de Divisidn de |
l células "I" - células "B" l
| (Celular) ~ (Humoral) l
| = £ |
| = = I
L__ Linfocitos Anticuerpo 1

Sensibilizados Inmunoglobuling |
D Rama aferente
QETETIIEFIPENE Rama central
————— Rama eferente

Fig. 1. Fisiologia de le inmunidad(3).



Tanto la respuesta inmunitaria celular como la humo
ral se han dividido arbitrariamente en tres ramas fisio-
légicas. la rams aferente comprende todos los procesos
participantes en el transporte del antigeno hacia el sis
tema inmunitario. la rama central abarca todos los procs
sos (de ambas divisiones del sistema inmunitario) que cul
minan con la produccidén de los efectores de lz inmunidad
(es deoir, las célulms sensibilizedas o los anticuerpos
humorales). La rama eferente implica todos los Pprocesos
que ocurren desde la liberacidén de los efectores hasta que
tiene lugar la accidn final de éstos contra el antigeno
provocador (fig. 1) (3,10).

Ia respuesta inmune humoral es muy importante en la
eliminacién de bacterias extracelulares, asf{ cowmo sn la
neutralizacién de toxinas, pero es ineficiente en la eli
minacién de bacterias de tipo intracelular, as{ como tam
bién en el rechazo de transplantes y tumpres.

Se le llama antigeno o inmundgeno a una sustencia
gque introducida en un animal induce una respuesta inmune
detectable celular, humoral o en la mayoria de los casos
ambas. Para que la molécula pueda ser inmunogénica debe
cumplir con algunas caracterf{sticas cowo: mesa molecular
mayor de 10,000, que sea extrafia, gue sea antigénica, que
presente rigidez estructural, le dosis y la via de adminig
tracidén son también importantes asi como la constitucidén
gendtica del animal (6, 12),



Los antigenos pueden ser divididos en base a su des
tino en la respuesta inmune en: antigenocs timo-dependien
tes; aquellos que para que induzcan una respuesta inmune,
requieren de le participacién de células "T* y en antige
nos timo-independientes; aquellos en donde no es indis -
pensable la participacidén de células "T", Una vez que el
antigeno alcance el sistema linfdtico, es necesario una
serie de interacciones celulares (linfocitos-macréfago)
para que se induzca adecuadamente unsa respuesta inmune,
El macréfago juege un papel central, en la induccién de
une respuesta inmune con respecto a la presentacién del
ant{geno. Esta célula es la responsable de fagocitar el
entigeno, procesarlo y presentarlo de una manera adecua-
da a los linfocitos (células que dan origen a los media-
dores de la respuesta inmune).

Si un antigeno timo-dependiente llega directamente
a un linfocito "B" éste es bloqueado y no producird an-
ticuerpos; pero si el antigeno es timo-imdependiente, ég
te serd capaz de provocar una fuerte respuests producien
do anticuerpos. El hecho de que el antigeno timo-indepen
diente (antigenoc polimerizado) sea capaz de producir an-
ticuerpos, tal vez se pueda explicar median'ce la presen*
tacidn del antigeno en forma polimerizada (forma de pre-
sentacién del antfgeno por el macréfago al linfocito "B"),
Una vez que el linfocito "T" o "B" entra en contacto con
el antigeno especifico en una forma adecuada, comienza
una fase de proliferacién que se conoce como fase induc—
tiva, dando origen & células de memoria y a células efec
toras.



Las células de memoria son linfocitos peguefioa que -
tienen una vida larga, que al ponerse en coniacto por sg
gunde vez con un antigeno especifico se dividen dando orf
gen a las células de memoria y & les células efectoras
nuevamente (1,13).



MECANISMOS INMUNITARIOS EN EL DANO A 10S TEJIDOS

Los diversos mecanismos inmunoldgicos involucrados
en la produccidn de dafio a los tejidos fueron clasifica-
dos en 1963 por Gell y Coombs en cuatro tipos bdsicos:

Reacciones de tipo I: Incluyen todos los fendmenos inmu-
nitarios que invelucrar atopfa. Sorn mediadas por anticuer
pos IgE liamados reaginas, las cuales se fijan a los mas
toeitos, basdfilos y nsutréfilos. Al entrar en contacto
con un alergeno, tales eélulas sensibilizadas por las rea
ginas, se rompen liberando mediadores farmacoldgicos como
histamina y SRS-A.

Reacciones de tipo II: Incluye todos los fendmenos inmu-
nitarios mediados por anticuerpos citotdxicos y el comple
mento.

Reacciones de $ipo III: Incluye a todas las reaccio
nes mediadas por compls jos inmunitarios, es decir, aque-
llos trastornos en donde los antigenos circulantes libres
forman complejos con articuerpos circulantes y el comple
mento.

Reacciones de tipo IV: Incluye todas las reaccilones
inmunitarias mediadas & través de células, que provocan
dafio tisuler. Estas reacciones son mediadas por la divia
B8ién del sistema linfoide dependiente del timo (ver figu
ra 2) (1.3).
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Fig., 2 Diagramas eaquemdticos de los cuatro tipos de
mecanismos inmunolégicos que pueden producir
dafio a los tejidos. C indica complemento; 4 ,
ant{geno; U y V, son receptores especificos
para los antigenos (1).



Componentes de las reacciones de tipo I

A. Anticuerpos reaginicos. #0s anticuerpos reagini-
cos son también llamedos anticuerpos homocitotrépicos de
pido & sus propiedades de fijacidn al tejido autbdlogo.
la mayor parte de los anticuerpos responsables de las reac
ciones para el tipo I en el humano pertenecen a la clase
IgE. Ia fijacién de los anticuerpos reaginicos es lograda
por medio de la regidn Fc de la molécula la cual es ter-—
molébil y el calentamientc da por resultado la pérdida
de la capacidad de IgE para sensibilizar las células de
los tejidos.

B. Antfigeno (alergeno). Muchos antigenos son capaces
de inducir anticuerpos IgE en condiciones apropiades, Ia
enafilaxis generalizada es mup probable que sea hallads
después de la exposicidén de un sujeto sensibilizado a com
puaestos como las proteinas heterSlogas (antisueros, bor-
monas, enzimas, venenos de himenépteros, extracto de po-~
len y alimentos), polisacdridos (dextran hierro), agentes
de diagnéstico (material yodado de contraste, sulfobromof
taleina) y medicamentos (antibifticos, vitaminas). la res
puesta de anticuerpos IgE a un antf{geno es T-dependiente
y se encuentra bajo control genético complejo.

C. Células de los tejidos (basbdfiloe y células ceba-
das). Un baséfilo o célula cebada posee receptores de mem
brans capaces de fijar la regién Fc de las moléculas de
IgE. Las moléculas IgE ligadas se encuentran en un esta~
tado de equilibrio dindmico, debido a que los fragmentos
Fc de las moléculas IgE compiten con toda ls molécula de
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IgE para el receptor. El enlace de las moléculas IgE adya
centes de membrana por el antigeno especifico, inicia una
serie de cambios biogufimicos que causan la liberacidn de
las sustancias actives almacenadas en la célula cebada y
los baséfilos.

D. Eventos bioguimicos intracelulares, ELl orden de
sucesidén postulado de los eventos bloguimicos vitales que
ocurren en la célula blanco después del enlace al antige
no de las moléculaes de IgE sobre la superficie de la cé-
lula blanco, que da como resultado la libveracién de ami-
nas basoactives se resume en la fig. 3. Hay varias etapas
en 8l proceso con reguerimientos variables de energia y
se conocen varies factores que influyen sobre el proceso
en etapas diferentes.

l.- la activacién de una proesterasa celular reguig
re la entrada de calcio extracelular en la célula. BEsta
etapa es inhibida por el diisopropilfluorofosfato y estd
asociada con le contraccidn de microfilamentos’.

2.~ Ia proesterasa adicional es activada autocatall
ticamente.

3.~ Una etapa, que requiere energia con microfilamen
t0s8 gque mueven grénulos a lo largo de los microtdbulos o
de la membrana plasmdtica, es inhibida por la privacidén
de glucose (por ejemplo, por dos—desoxiglucosa).

4.~ Una etapa subsiguiente gue regqguiere calcio es
inhibida por el dcido etilendieminotetracético.
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Fig. 3 Diagrama esquemdtico de los principales even-
tos bioquimicos en una reaccidm de tipo I, que
sigue al enlace de las moléculas IgE con el an
t{geno sobre una célula blanco, gque da por re-
sultado la liberacidn de aminas vesoactives (1).



5.~ Una etapa gque conduce a la liberacidén de aminas
(quizé intercambisdds por Nat) es inhibide por la eleva-
cidn de la concentracidn intracelular de cAMP.

B. Amines farmacoldgicamente Activas.

l.~ Histamina: Es le amina vasoactiva mds importante,
pera la observacidén de que los compuestos antihistvamini-
coa fracasaban en situaciones sxperimentiales y en aplica
ciones clinicas para controlar todas las manifestaciones
de las reacciones de tipo I, condujo a comprender que,
por lo general, se liberan unas mezcla de aminas vasoacti
vas & partir de la célula dlanco. La histamina existe pre
formada en grédnulos de basdfilos, célula cebada, plague~
tas y otras células de los tejidos. los efectos en el hu

mano son del tipo eritematoso y angioedematoso, y son a-
tribuibles & un aumento de la permeabilidad capilar con-
secutiva a ls interrupcidn parcial del endotelio vascu-~-—
lar. Produce también aumento de la resistencia al paso
del aire en el sistema respiratorio,

2.- Sustancia de reaccidn lenta de la anatilaxis
(SRS-A)*% No existe preforgada pero su produccidn es in-
ducida durante una reaccién anafildctica. Produce awaen
to de la permeabilidad vascular ¥ contraccidn del mdscu~
lo liso. No es inhibida por los antihistaminicos.

3.~ Factor quinmiotdctico eosinofilico de la anafi--
laxis (ECF-A): Existe preformado en los grdnulos de las
células cebadas como un péptido 4dcido.

4.~ Serotonina:Bs la 5-hidroxitriptamina, existe pre
formade en los grdnulos de las células cebadas, plague -
tas y las :c¢élulas enterocromafines. Cause dilatucidn cu



13

pilar, aumento de la perméabilidad‘y contraccidén del mis
culo liso (en algunas especies). Probablemente no sea una
amina vasoactiva importante en las reacciones de tipo I
en ol humano.

5.- Heparina: Es un nucopolisacdrido dcido que expli
ca la tinciédn metacromdtica de los grédnulos de las célu-
las cebadad por los colorantes basicos. Contribuye a la
enafilaxis en el perro pero, &8l parecer, no en el huma-
no.

6.~ Cininas: No constituyen aminas vascactivas pris
marias en las reacciones de tipo I, pero contribuyen a
las caracter{sticas clinicas a través de su intervensidn
secundaria. Las cininas poseen toda una gama de activida
des incluyendo quiiiotaxis, contraccidn del misculo liso
dilatacidn de lsa arteriolas periféricas y aumento de la
permeabilided capilar.

T.-~ Prosteglandinag: Comprende un gran numero de #ci
dos alifdticos naturales con una diversidad de activida-
des biolégicas, incluyendo el aumento de la permeabili -
dad, la dilatacidn de los capilares, contraccién del mis
culo liso, congtriccidén bronguiasl y alteracidn del uwmbral
al dolor. 1= mayoria de gus acciones parecen estar media
das por los cambios en las concentraciones intracelula -
res cAMP. Sy papel exacto en la produccidén de diversas
caracteristicas clinicas en las reacciones anafilécticas
del tipo I, en el himano, no ha sido definido.

8.~ Factor aglutinante de las plaquetas (PAF): Es -
liberado por los baséfilos de conejo y hace que las pla-
quetas se aglutinen.Bstas liberan histamina, No es segu-
ro que éste factor tenga un papel semejante en el humano
(11 2) 4, 5! 11)-



Reacciones de tipo IV.

Tas reacciones inmunitarias mediadas por cédlulas
ocurren como resultado de las acciones reciprocas de los
linfocitos activamente sensibilizados y los antigenos s
pecificos. Dichag reacciones estdn mediadas por las lin-
focinas, poxr la citotoxicidad o por ambas. Ocurren sin
intervensidn de anticuerpos ni del complemento. La lesién
cldsica de una reaccién inmunitaria mediada por células
es la reaccidn cutdnea retardada que aparece durante un
periodo de 24-48 horas y que tiene el infiltrado mmnonu-
clear caracterf{stico.

la primera etapa en ésta reaccidn es la fijacidn del
antigeno por un nlmero pequefio de linfocitos "IY especi~
ficos reactivos al antigeno. Esta etapa inicial va segul
da por la praduccidn y liberacidn de mediadores solubles
con una gmplia gama de actividaded bioldgicas. Estos pro
ductos de linfocitog activados o lingfocinas tienen diver
sas actividades sobre los macréfagos, leucocitos polimor
fonucleares, linfocitos y otros tipos de células. Su fun
cidén global es la de amplificar la respuesta célular ini
cial mediante el reclutamiento de otros linfocitos (cé -
las "B" y d¢élulas "T"), induciendo la mitogénesis en és
tos l1llnfocitos, atrayendo leucocitos polimorfonucleares
Y en particular, atrayendo, localizande y activando maord
fagos en el sitio de la lesidn (1, 2, 5).
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Componentes de las reacciones de tipo IV.

Etapa primaris. Convinacidén de antigeno con linfoci
tos "' gppec{ficamente sensivilizados: La reaccidn me -
diads por célules me inicia con la fijacidn del antigeno
a un receptor de antigeno que existe en la superficie del
linfocito T sensibiligzado. Esto puede producirse directsa
mente o mediado por antigeno unido a macréfago. Despuds
de la reaccidn del antlgeno con el linfocito T sensibili
zado, se produce una serie de acontecimientos morfoldgi-
cos y biogquimicos que canstituyen le etapa secundaria.

Etapa Secundaria. Reacciones morfoldégicas y biogqui-
micas: los cambios morfoldgicos de los linfocitos en cul
tivo de tejido consisten en la transformacidn en células
blasto, seguida de mitosis (se cree que el macréfego es
esencial para que tenga lugar ésta reaccién), Ios acon—-
tecimientos bioquimicos gue ocurren durante la etapa se-
cundaria se manifiestan por la sintesis de novo de DNA,
RNA o proteinas,

Etapa Terciaria., Expresiones bioldgicas: Constan de
las siguientes fases: 1) la generacién de células T supre
goras o coadyuvantes para interacciones de TP y T~B; 2)
La generacidn de célulgs T citotdxicas; 3) La generacidn
de células T que elavovan las moléculas efectoras (media
dores) de la inmunidad mediada por célules, y 4) la gene
racién de células T de memoris,
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Tipos celulares y mecanismos efectores.

Hay diversos tipos y mecanismos celulares que inter
vienen en las expresiones y en la regulacidén de reaccio~
nes mediadas por células. En el cuadro I se presentan los
tipos de células con sus lugares de origen, sus caracte~
risticas de superficie y su mode de accién., Estas c¢élu ~
las incluyen: 1) Linfocitos T, 2) Macréfagos, 3) Célulias

destructoras o asesinas o células K y 4) Células destruc
toras naturales NX.

e em—at————E

Mascadares o receplores

Celula prrcuriora de supnﬁ(uA .
nti- y
((l;l ° l":f:;f:;i{[’ mlg Fe Cib geno T Meeanionas de nreuin
Tipa cdular
i - - - + Dircctamente 0 pie alberrs-
Linfewitos T Timo e s i
H o PR TP
i = 4+ + ~  Directan e i o
Macrdlagos Monoite precurso? = bR
por MAF‘
? . - 4 - - AH::.IJ': Cotyoant Grrpea
Celilas deurur- ) (e
wias B - - - - Dl
Crisdos destran - ? : ;
‘nry.‘.\'g — e .. - ram ——
Cuadro I

Tipos de células efectoras que intervienen
en reacciones mediadas por células (2).
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Linfocitos T: Ademds de su papel de colaboracién con
linfocitos B en una funcidn de ayuda o supresidn, hoy sa
bemos que el linfocito T, es importante en las expresio-
nes de la inmunidad mediada por célulag (rechazo de alo-
injertos, rechazo de tumores y en la inmunidad antimicro
biana). Ios linfocitos T nacen en la médula 4sea y se di
ferencian en el timo; las formas maduras contienen marca
dores caracteristicos (Cuadro I). Al proseguir la dife--
renciacidn de émtas células, originan vna poblacidn de -~
células T citotéxicas que pueden destruir determinadas cé
lulas blanco directamente o elsborando productos celula-
res especificos (linfocinas).

Fagocitos NMononucleares: Constituyen una segunda se
rie de tipos celulares que intervienen en la inmunided ce
I1nlar, Son importantes no so0lo en la elavoracidn o pre--
sentecidn de antigeno pare los acontecimientos iniciales
de la produccidén de anticuerpos por células B, sino tam-
bién pueden llevar a cabo una funcidén accesoria en las
expresiones de la inmunidgd de tipo celular por linfoci-
tos T. Ademfs, pueden tomar parte directamente en la des
truccién de sustancias extraiaa por fagocitosis o por e~
fectos citotéxicos directos sobre las células blanco,
También, algunos de los productos de linfocltos, por ejem
plo el factor inmhibiborio de la migracién (MIF), puede
influir en 1la funcidn del macrdéfago, afectando el movi -
miento o el metabolismo celular. la presencia de un recep
tor para F¢ y otro para C3h pusde facilitar la captacién
de complejos de antigeno y anticuerpo, o de antf{geno-an-
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ticuerpo y complemento respectivamente. Ademds, la pre--
sencia del receptor Fc puede permitir gue el tipo celular
participe en reacciones citotéxicas celulares dependien-
tes de anticuerpo (ADCC) segin se describe para la célu-
la destructora K.

Células destructoras o células K: No se conoce bien
su identidad ni su lugar de origen, morfoldgicamente in-
distinguible de linfocitos pequeflios, no presenta recepto
res para 03b; negativas para Ig de superficie, tiene re-
ceptores para TFc, lo cual le confiere actividad citotdéxi
ca contra células blanco revestidas de anticuerpo IgG es
pecifico., El complemento pmrece no participar en éstas -
reacciones y, a diferencia de la aituacidén que existe con
los linfocitos T, éstas reacciones pueden producirse con
células K no sencibilizadas,

Células destructoras naturales o células NK: la iden_
tidad de éstas células también es desconocida, no tienen
marcadores de c6lulaz T o B (células nulas) ¥y no reguie-
ren sencibilizacidén previa para su generacién. Puesto que
las células NX muestran una amplia variacidn de reactivd
dad para las células tumorales se ha especulado que pue~
den ser un componente importante en el mecanismo de defen
ga del huesped contra las células neopldsicas,
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Mediadores de la inmunidad celulare.

Después de la interaccidén entre un linfocito sensi-
bilizado y el antigeno, el linfocito es capaz de elabo--
rar una serie de sustancias diversas. Reclentemente se ha
comprobado que éstos factores poseen diversas actividades
bioldgicas que se piensa son las gque in vitro guardan re
lacién con la inmunided mediada por cédlulas.

Aungue éstas sustancias ejercen efectos bioldgicos
notorios sobre las células en el microambiente, son pro-
ducidas s0lo en diminutas cantidades por los linfocitos
ectivados. Pocos, 8i es que algunos, de los mediadores -
han sido purificados lo suficiente como para condcer su
estructura de manera que su identificacién pudiera ser
gimplificada. En realidad no e sabe cuantos mediadores
quimicos diferentes hay ni cuantos intervienen en reali-
dad in vivo en las reacciones inmunclégicas mediades por
células (cuadres 2 y 3) (1, 2, 5, 12, 14),
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Mediadores que afectan a los macréfagos
Factor inhibitorio de la migracidn (MIF).
Factor activador de los macréfagos (MAF).
Factor gquimiotdctico para los macréfagos

Mediadores que afectan a los polimorfonucleares
Factor gquimiotéctico para neutrdfilos,

eosinéfilogs, y basbdfilos.
Factor inhibitorio de los luucocitos (LIF).
Factor de liberacidén de la histamina

Mediadores gque afectan -8 los linfoocitos
Factores mitégenos
Pactores que afectan la produccidén de

antignerpos.
Factor de transferencia.

Factores que afectan a otros tipos celulares
Factores citotdxicos: Linfotoxdina.
Factores inhibidores del crecimiento

factor inhibitorio clonal

factor inhibitorio de la proliferacidn
Factor activante de los osteocldstos
Factor estimulante de la colonia.
Factor fijador de inmunoglobulinas
Factor de reaccidn cutdnea
Interferdn

Cuadro 2 Productos de linfocitos activados (1)
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ACIDO ACETILSALICILICO.

El efecto medicinal de la corteza de sauce blanco co
min (Salix alba vulgaris) y otras plantes se conoce hace
siglos en varias culturas. En la Inglaterra de mediados
del siglo XVIII, Edmund Stone describid, en una carta al
presidente de la Royal Society, un caso de éxito de la -
corteza de sauce en la curacidn de fiebre. Su razonamien
to fué gque como el sauce crecfa en zonas himedas o pan-
tanosas donde abundan las fiebres, debid poseer probable
mente propiedades curatives apropiadas para essa dolencia.

El ingrediente activo de la corteza de sauce es un
glucésido amargo llamado salicina, descubierto por Leroux
en 1827. Por hidrdélisis la salicina libera glucose y al-
cohol salicf{lico. Piria, en 1835 hizo 4cido salicflico -
con la salicina., En 1841, Cahoura prepard dcido salicfli
co” con aceite de gauwlteria. La manufactura sintética de
éste 4cido con fenol se logrdé en 1860 por Kolbe y Laute~
mann. El salicilato de sodio fué utilizado por primera -
vez comc antipirético y pare le fiebre reumdtica por Buss
en 1875, y al afio siguiente su valor en la fiebre reumd-
tica fué descubierto en forma independiente por Strieker
¥ Maclagan. En 1879, Sée observd que los salicilatos au~
mentaban la excresidn urinaria de dcido Urico y ésta pro
piedad se utilizé en el tratamiento de lau gota. En 1886
el salicilato de fenilo fué introducido en la medicina por
Nencki, y la aspirina en 1899 por Dreser (15,16).
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Propiedades Farmacoldgicas.

Ia aspirina (dcido acetilsalicilico) posee tres accio
nes farmecolégicas fundamentales, a saber, antipirética,
analgésica, y antiinflamatoria.

A) Accidn Antipirética. Ios salicllatos provocan un
descenso de la temperatura corporal, siendo el mismo ré-
pido y menifiesto en los animales y personas febriles,
pero en los normales esta accién es muy poco intensa o
précticamente nula, la caide de la temperatura se inicia
aproximadamente a log 30 minutos despuds . de la ingestidén
de la droga, llega al mdximo a las 2-3 horas declinando
el efecto s lag 6-8 horas, Los estudios oslorimétricos :
han demostrado que estasg drogas en el individuo febril no
tienen précticamente aceién sobre la produccidén de calor
o termogénesis, sino gue aumentan la pérdida de calor del

organismo o termolisis, con lo que la temperatura descien
de. Eata pérdida de calor se produce por vasodilatacidn
ocutdnea, que da lugar & upa piel roja y caliente y expone
gran cantidad de sangre celiente al ambiente, disipdndose
el calor por irradiecidn y conveccidn, pero socbre todo
dicha pérdida obedece a la sudoracidén, pérdida por evapo
racidn, y dicha sudoracidn constituye un efecto prominen
te de las drogas entipiréticas.

Se ha demostrado gue la adminisiracidén de un antipi
rético durante la fiebre provoca un pasaje de agua desde
los tejidos a le sangrey con aumento del volumen plasmd-
tico y disminucién de la consentracién de los elementos
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86lidos (hemodilusidn), fenémenos opuestos a los observa
dos en 1la fiebre; dicho efecto, que no aparece en casos
no febriles, favorece la circulacidn cutdnea y la sudora
cién factores esenciales de la termolisis.

La regulacién de la temperatura corparal requiere de
un delicado equilibrio entrs la produccidén y la pérdida
de caloxr, y el hipotdlamo regula el punto fijo en el que
se mantiene la temperatura corporal, En la fiebre dste -
punto fijo estéd evidentemente elevado y las drogas tipo
agpirina promueven su retorno a la normalidad.

Como es sabido las sustancias piretdgenas, incluyen
do las toxines bacterianas, no producen fiebre de por s{,
8ino que liberan de los leucocitos polimorfonucleares una
proteina, el pirdgeno enddgeno, que una vez liberado & -~
la circulacidén general, pasa al sistema nervioso central
Yy estimula la liberacidn de las prostaglandinas de aitios
discretos dentro del encéfalo, gue incluyen probablemen-~
te el drea hipotaldmica predptica. Este paso es el sensi
ble a las drogas tipo aspirina (15, 17).

B) Accién antiinflamatoria. La mds importante accidén
de los salicilatos se desarrolla en el tratamiento de los
procesos inflamatorios. Una de las acciones md4s importan
tes de los salicilatos es la reduccidén del aumento de la
permeabtilidad que se presenta en le inflamacién, Se sabe
que las prostaglendinas IGEZ, PGEl’PGFlalfa y la PGanlfa
ademds de la proataciclina PGI, son sustancias que proba

blemente se generan en la inflamacidn produciendo aumento
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de le. permiabilidad vascular, del flujo sanguineo local,
de lae guimiotaxim para leucocitos generando también do-—
lor y fiebre. Ia inhibicién de la biosintesis de las pros
taglandinas por las drogas tipo aspirina es considerado
para explicar su modo de accidn en relecidn a la inflama
cién (15, 16, 18).

C) Accidn Analgésica. Constituye la segunda accidn
fundemental de éstas drogas las mismas son capaces de ali
viar ciertos tipos.de dolor, especialmente el gque nace en
estructuras somdticas como en misculos (mialgias), arti-
culaciones (artrdlgias), nervios (neuralgiss), dolor den
tario y cefaléa, mientras que el dolor viscerzl es poco
influido. Ios otros tipos de sensibilidad (tactil, térmi
ca y auditiva) no son afectadas.

Ia aspirina (dcido acetilsalicilico) a6lo es efecti
vae como analgésico en los estados patoldgicos o los mode
los experimentales en los que las prostaglandinaé se sin
tetizan localmente. Este concepto también explica porque
las drogas tipo aspirina son ineficaces contra el dolor

agudoen punialade" causado por estimulacidén directa de -
los nervios sensitivos pero son efectivas contra el dolor
sordo "pulsdtil" de la inflemacidén, donde las prostaglan
dinas sensibilizean aparentemente las terwinaciones nervio
sas. 14 aspirina actias principalmente en la periferia.
As{, impidiendo la sintesis y liberacidén de las prosta -
glandinas en la inflamecidén,ls aspirina puede evitar la
sensibilizacidén de los receptores dolorosos a la estimu~
lacidn mecdnica o & otros mediadores (15, 17).
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D) Accidn Uricosurica. Ios salicilatos a dosis altas
(m€s de 5 gr./dfa) aumentan la excresidn urinaria de 4ci
do \rico y disminuyen los nivels plasmfticos de uratos,

probablemente al impedir su reabsorcidn tubular. Por otra
parte las dosis pequeflas usadas cowo analgésicas no solo
no inducen uricusuria, sino que pueden contrarrestar los
efectos del probenecid y otros agentes uricosuricos so -
bre la excresién de dcido vYrico (15, 16).

E) Efectos Gastrointestinales. El Acido acetilsali-
cf{lico causa irritacidn géstrica o intestinal y puede -
originar posteriormente Ylcera géstrica acompafidndose de

une anemia secundaria debida a hemorragee que puede agra
varse por el efecto de la aspirina sobre la agregacidn
plaquetaria. No se conocen las causas de las lesiones pro
ducidas por la aspirina en el estdmago. Es probable gue
se deba a le inhibicidén de la biosintesis de las proste-
glandinas o & una irritacidn local provocada por las par
ticulas insolubles del dcido acetilsalicilico (15).

F) Efectos sobre la egregacidn plaguetaria, Se ha com
probado que el dcido acetilsalicilico inhibe la agregacidén

plaguetaria inducida por el coldgeno en el tubo de ensa-
ye. Incluso la ingestién de dosis analgésicas prolongs -
el tiempo de hemorragia en el ser humanc, presuniblemen—
te por inhibir la funcidén de las plaguetas. la funcidn
Plaguetaria parece perturbarse porque las drogas tipo as
pirina bloguean la liberacidn de ADP inducida por el co-
ldgenoc e impiden la formacién por las plaguetas del trom
boxano A,, un potente agente agregante (15, 17).

-5
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&) Efectos sobre la prolongacién de la gestacidn o
del parto espontdneoc. Se produce por gque la biosintesis
de las prostaglandinas por el dterc produce contracciones
uterinas e hipoteticamente este es uno de los mecanismas
por los que el feto es expulsado al nacer. las proataglan
dings; de lag series E y F son potentes agentes uterotro-
picos y su bioasintesis por el dtero mumenta notablemente
en las horas gue preceden 2l parto. la administracidn de
los inhibidores de la sintesis de las prostaglandinas pue
den prolongar la gestacidn (15,23).

H) Efectos sobre la respiracién. Ios salicilatoa
epgtimulan la respiracidn directa e indirectamente. las
dosls terapediticas mdximas de salicilatos aumentan el con
sumo de oxigeno y la produccidn de biéxido de carbono. Eg
te efecto se produce principalmente en el misculo esqueld
tico y es el resultado del desacople inducido de la fos-
forilacidn oxidativa por el salicilato. La mayor produce
cidn de bidxido de carbono estimula la respiracidn. La
mayor ventilacién alveolar equilibra el aumento de produc
cidn de bidxido de carbono, y asi{ la tensidn plasmdtica
de bidxido de carbono(Pco ) no varia(15,17).

A medida que el saligilato gana acceso al bulbo ra-
gquideo, estimula directamente al centro respiratorio. Es
t0 produce una marceda hiperventilacidn caracterizada por
un aumento de la profundidad y de le frecuencia,

I) Efectos sobre el equilibric 4cido-base. Ias. dosis
terapefiticas de los salicilatos producen cambios defini-
dos en el aquilibrio dcido-base y el cuadro de electroli
tos. El evento inicial, como ya vimos, ea una alcalosis
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respiratoria extra e intracelular., Pronto se produce la
compensacién de la misma, hay aumento de la excresidn re
nal de bicarboneto acompafiado de sodio y potasio, diami-
nuye asi el bicarbonato plasmdtico y el pH vuelve a ser
normal. Esta es la etapa de alcalosis respiratoria compen
sada.

Loa cambios subsiguientes del estado dcido-base ocu
rren generslmente sdlo cufndo dosis téxicas de salicila-
tos son ingeridas por nifios y ocasionalmente con dosis
grahdes en adultos., En loe primeros. la fase de alcelosis
respiratoria puede escapar a la observacién del médico
por que el nifio con intoxicecidn por salicilato se ve ra
ras veces en dicha etapa. 1o gue puede obgserverse esta
caracterizado por una disminucién del pH sanguineo, baje
eoncentracién plasmdtica de bicarbonato y Pbo normal o
casl normal en sangre, cambios que concuerdan% excepto el
dltimo, con el cuadro de acidosis metabdlica, aungue en
reelidad lo que existe es una combipnacidn de acidosis res
piratorie y metabdlica que se produce asi: La depresidén
respiratoria por dosia. tdxicas de salicilato permite la
mayor produccidn de CO2 parse superar su excresidn alveo-
lar; por consiguiente aumenta le PCO plasmdtica y diemi
nuye el pH sangufneo. Como el bicarbgnato esta bajo por
excresién renal, el estado dcido~base en Ssta etapa es
esencialmente una acidosis respiratoria no compensada a
la que se superpone uns acidosis metabdlica verdadera cau
sada por la acumulacidn de dcidos que se debe a su vez a
treas procesos: 1) los derivados del dcido acetilsalic{li
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co se dimocian al pH plasmdtico y en dosis tdéxicas despla
zan 2-3 mEq/l de bicarbonato plasmdtico; 2) la depreasidn
vasomotora causada por dosis téxicas de salicilato dete-
riora la funcidn renal con la subsigulente acumulacidédn de
dcidos fuertes de origen metabdlico, es decir, dcido sul
férico y fosfdérico; 3) los dcidos orgdnicos se acumulan
secundariamente a la perturbacidén inducide por los sali-
cilatos del metabolismo de los hidratos de carbono, espe
cialmente los Zcidos pirdvico, ldctico y acetoacético.Asi
aumenta nds ain le acidosis metabdlica(l5,16,17).

J) Efectos cardiovasculares. Las dosils terapedticas
comunes de aspirina no tienen acciones cardiovasculares
directas importantes. los vasos periféricoa tienden a di
latarse después de grandes dosis debido & un efecto direg
to sobre su misculo liso. Las cantidades tdxicas deprimen
la circulacidn directamente y por paralisis vasomotora
central, En los pacientes que reciben grandes dosis de
aspirina o salicilato de sodio, como las que B8e usan en
la fiebre reumdtices aguda, el volumen plasmédtico circulan
te aumenta aproximadamente en un 20%, el hematdcrito des
ciende y hay aumento del gasto y trabajo cardfacos(l7).

K) Efectos sobre los procesos reumdticos, inflamato
rios e inmunoldgicos. Debido & la relacidn conocida en-
tre la fiebre reumdtica y los procesos inmunolégicos, se
ha prestado atencidn a los efectoa de los salicilatos 80
bre las reacciones antigeno-anticuerpo. Estos agentes su
primen muchas de éstas reacciones. Participan varios me-
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canismos diferentes, entre ellos la supresién de la pro-
duccién de anticuerpos, la interferencia en la agregacidn
antigeno~anticuerpo, la inhibicidén in vitro de la libvera
cidén de histamina inducide por el antigenoc y la sstabili
zacidn no especifica de los cambios de permeabilidaed ca-
Pilar en presencia de insultoa: inmunolégicos. las concen
traciones de salicilatos necesarias para producir éstos
efectos son altas y, la relacidn entre los efectos supre
sores de los salicilatos sobre los procesos inmunoldégicos
¥ su eficacia antirreumdtica en el hombre gqueda por de -
terminar(ls).

L) Efectos metabSlicom. Ios salicilatos actlan so -
bre las mitocondrias evitando la formacidn de ATP y ace-
lerando la velocidad de su destruccidén. Por una parte,
evitan la fosforilacién oxidativa, posiblemente por com-
petir con la NAD; por otre, estimulan la actividad de la
edenosina trifosfatasa. En consecuencia, son inhibidas
muchas reacciones del organismo gue dependen del ATP, y
la energfa de oxidacidén gque seria normalmente itransferi-
da a los enlaces fosfato del ATP se disipa, en cambio,en
forma de calor. As{, en presencie de concentraciones ele
vadas de salicilatos, la oxidacidén mitocondrial se desa
rrolla a una maeyor velocidad y el consumo de oxigeno y la
produccidn de co, estdn aumentados; é4stos efectom pueden
explicar el sumento de la temperatura corporal gque se pro
duce en los animales o en el hombre después de grandes
dosis,

A grandes dosis, los salicilatos tienen otros efec-
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tos importantes. la pérdida diaria de aminodcidos por la
orina aumenta de 10 a 100 veces y el balance nitrogenado
8e hace negativo, El sumento del catabolismo protelco,la
disminucién de la incorporacién de aminodcidos a las pro
teinas y la insuficiencia en el transporte renal de ami-~
nodcidos, contribuyen a la aminocaciduria,

En el hombre y en los animales, las grandes dosis
de salicilatos producen hiperglucemia, glucosuria y de -
plecidn del glucégeno mugcular y hepdtico; éstos efectos
8¢ explican en parte por la liberacidén de adrenalina por
activacidn de los centros simpéticos centrales. A dosis
terapelticas inhiben también la sintesis de dcidos gra -
gos y disminuyen el nivel plasmdtico tanto de fosfolipi-~
dos como de colesterol. Grandes dosis de salicilatos dis
minuyen el nivel plasmdtico de protrombina. Ia deficien~
cia de vitamina K hace mds susceptible esta accidn posi-
blemente por competicidn de los salicilatos con la vita-
mina X por un receptor de las enzimas del higado respon-
sables de la afntesls de protrombina y de otros factores
de la coagulacidn( factores II,VII,IX y X ) (15,16,18).



CAPITULO II
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FUNDAMENTACION DEL TEMA.

Ia sapirina(acido acetilsalicflico) s8igue siendo -
probablemente el agente analgésico, antipirético y anti-
inflamatorio més emplsado en la actualidad, Es importan-
te mencionar algunos otros efectos solre el organismo hu
meno como son: el efecto uricosdrico, efectos gastroin -
testinsnles, sobre la agregacidén plaguetaria, sobre la res
Piracidén y sobre el equilibrio écido-~base. El homhre con
fia en ells como snalgésico deméstico comdn, pero por su
fdcil accesibilidad, el consumo que Be hace es excesivo.
Del mismo modo el farmacdlogo y el clinico elogian la e-
- ficacia e inocuidad de ls aspirina comc anaslgésico y an—
tirreundtico pero creen necesario hacer constantes adver
tencias acercae de su papel como causa comln de envenens-
miento letal en nifica pegquefices debido a su alto potencial
de toxicidad si se le usa indevidamente. Enormes canti -
dades del f4rmaco se consumen en Rkéxico y los Estados
Unidos, algunas estimaciones hablan de 10-20 mil tonela-
dae por afio(15).

Durente casi 100 afios el dcido acetilsalicilico y
sus derivados han conservado su posicién eminente en el
trataniento de las enfermedades reuméticas, suprimiendo
los Bignos climicos y hasta mejorando el cuadro histolé-
gico, ain embargo, no mejoran los deiios btisulares subsi-
guientes, como lesiones cardiacas y otras manifestacio ~
nes viscerales. Ademds de sBu &ccidn inhibitoria sobre 1la
biosintesis de las prostaglandinas{inhibiendo la enzima
‘ciclooxigenasa), el mecanismo de accién del dcido acetil
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palic{lico en la enfermedad reumdtica puede también in -
cluir efectos sobre los procesos celulares e inmunolégi-
cod. :

Debido & la relacidn conocida entre la artritis reu
matoidea y los procesos inmunolégicos, se ha prestado a-
tencidn a los efectos del Acido acetilsalicflico sobre
lag reacciones antigeno-anticuerpo, sobre el sistema del
complemento, la produccidén de anticuerpos, la interferen
cia en la agregacién antigeno-anticuerpo, la inhibicidén
in vitro de la liberacidn de histamina inducida por el -
antfgenc y la estabilizacidén no especifica de los cambios
de permeabilidad capilar en presencia de estimulos inmu-
nolégicos. Ia concentracidn de daste fdrmaco para produ -
cir éstos efectos son altas(3.6 - 7.2 g/dfaj la dosie 1le
tal para el adulto cscila entre loa 20 g/dfa), y la rels
cién entre los efectoa supresores del d4cido acetilseli-
cilico sobre los procesos inmunoldgicos y su eficacia
antirreumdtica queda por determinar.

For ello, el trabajo que se pretende realizar con--
siste precisamente en determinar los efectos supresores
del fdrmaco sobre los procesos inmunolégicos evaluados
por las reacciones de hipersensibilidad(l5,22),
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PLARTEAMIERTO DEL PROBLEMA.

Qonsiderando que en la actualidad el 4dcido acetilsa
lic{lico es ampliamente utilizado por la poblacidén en ge
neral, tento por prescripcién médica como por automedi -
cacidn, teniendo en cuenta ademds que juega un papel muy
importente en el tratamiento sintomdtico de pacientes con
enfermedades autoinmunes, como por ejemplo artritis reu-
matoidea y, puesto que la investigacidn realizada hasta
el momento no proporcions datos concretos del efecto del
dcido acetilsalicilico sobre el sistema inmune; decidimoa
realizar éste estudio.



CAPITULO IIX
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QBJETIVOS.

Objetivo General.

Evaluar los echtos del dcido acetilsalicilico so -
bre el sistema inmunoldgico en un modelo en rata.

Objetivos Especificos.

Evaluar los efectos del Acido acetilsalicflico en
la reaccidén de hipersensibilidad inmediata(mediada por
anticuerpos IgE)

Evaluar los efectos del dcido acetilsalicilico en
la reaccidn de hipersensibilidad retardada(mediads por
células).

Evaluar los efectos del dcido acetilsalicilico sobre
el porciento en peso de los giguientes Srganos: higado,
bazo y riilones.

Bvaluar los efectos del 4dcido acetilsalicilico so=-
bre los siguientes pardmetros hematoldgicoss: Tiempo de
sangrado, tiempo de coagulacidn, concentracién de hemo -
globina, hematécrito, recuento de glébulos blancos y di-
ferencial de leucooitos.



CAPITULO IV
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HIPOTESIS,

Después de la administracién del dcido acetilsalici
lico el sistema inmunoldgico de la

rata estard alterado.



CAPITULO V
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MATERIAL.

Equipo.

balangza anslitica. Mettler H80

balanga granataria

bafic de agua. Maosa Mod IMT-4

centrifuga, Solbat Mod J=-12

espectrofotémetro Bausch y Lomb. Speotronic 20
estufa, Riossa Mod EC

microcentrifuga. Solbat Mod H-07

microscopio. Carl Zeiss

microscopio. American Optical

agitador de tubos. Solbat

agitador de pipetas. Clay Adams

Agitador magnético con placa de calentamiento.
crondmetro

Material.

éamara de Neubauer

pipeta de thoma para recuento de leucocitos
pipeta sahli de 20 microlitros
ripetes seroldgicas de 0.1 ml
pipetas serolégicas de 0.2 ml
pipetas serolégicas de 1.0 ml
pipetas graduadas de 10 ml
pipetas graduadas de 5 ml
tubos de ensaye ‘de 12 x 75 mm
tubos de ensayo de 13 x 100 mm
vagos de precipitado de 25 ml
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vasos de precipitados de 100 ml
vasog de precipitados de 500 ml
npatraz volumétrico de 25 ml
matraz volumétrico de 50 ml
tubos capilares sin heparina
portaobjetosn

vidrip de reloj

marcadores

papel filtro

toallas sanitarias

gradillas

cinta adhesiva

bisturi

pinzas de diseccidn

tijeras de diseccidén

papel parafilm

papel estaiio

cdnulas de acero inoxidable
jeringas deshechables de 1 ml
agujas deshechables

regls trarvsparente graduada
jawlas pare las ratas

4ebla de diseccidén
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Materiasl biolégico.

20 ratas cepa ¢ II Zv (machos)
40 ratgs cepa Wistar (machos)
ovoalbdmina EGG. Sigma Chemical Company
vacuna BCG liofilizade con glubtdmato. SSA
Geiae. Gral., Prod. Biol. y Reec.
vacuna PFD. Tuberculina SSA
Geie. Gral., Prod., Bicl. y Reac.

Reactivoes.

écido acetilsalicflico gredo fermacedtico
lanoratorios Mercury

aceite puro de cértamo

golucidn de Irabkin

Bolucidn de Turk

polucidn de citrato de sodio

solucidn amortigumdora de foasfatos pH 6.4

colorante de Wright
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NETODOS.

El estudioc se realiza en cuatro grupos de ratas (A,
B, C ¥ D). Cada grupo consta de 10 ratas. los grupos A
¥y B sirven de control o referencia para loe grupos C y D.
Ios grupos A y C se sensibilizan con albdmina de huevo al
1% por via intraperitoneal y los grupos By D sa sensibi
lizan con BCG(vacuna) por via de cojinete plantar; a los
grupog C y D se les administra el 15%¢ de la LD5O (2.75
&/Kg) de écido acetilsalic{lico en suspensidn por via orale.
las ratas se pesan cada tercer dia con el fin de adminig
una dosis del 15% de la LDSO durente los 30 diaes de apli
cacién.

Al finalizar los 30 dfas los grupos A y C se estimu
lan inmunoldgicamente con albimina de huevo al 1% intra-
dérmicamente y los grupos B y D se estimulan con FFD por
via intradérmica tembién.

Para el caso de la hipersensibilidad inmediata se
miden los didmetroe. de las ronchas a los 120 ninutos des
puds de retar inmunolégicamente a la reta con el antige-
no, En la hipersensibilidad retardeda los didmetros se
miden a las 24 horas despuds del reto con &l antigeno.

Como parte complementaria del estudio realizamos la
evaluacidén de los siguientes pardmetros hematoldgicos:
Tiempo de sangrado, tiempo de coagulacidn, concentracién
de hemoglobina, hematderito, cuenta de glébulos blancos,
diferencial de leucocitos y peso de Srganoas.
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Manejo de animales.

Sacar al animal de la jaula tomédndolo por la cola e
inmedistamente apoyarlo sobre la rejilla para evitar le-
siones. Pogteriormente inmovilizarlo utilizando un guante
de cuerc haciendo presién entre el cuello y las extremi-
dades superiores, evitando dafiar al animal de experimen-
tacidén(24).

Administracién del dcido acetilmalicilico,

Inmovilizar y sostener la rata en pogicidén vertical
procurando gue la cabeza esté en vertical con respecto al
cuerpe de la misma e introducir una cédnuwla(adeptada a una
Jjeringa en la que previa administracidn se mide le dosis)
por un extremo del hocico del animal, deslizdndola lenta
mente sin causar dafio de manera que llege al estdémagoc.Se
depogsita la dosis lentamente y se retira la cénula con
precaucidn.

Sengsibilizacidn con albimina de huevo.

Yo inmovilizado el animal de experimentacidn se pro
cede de la siguiente manera: se sostiene la rata con la
cabeza hacia abajo y el vientre en posicién vertical, pa
ra evitar el dafio de algin drgano, se restira la piel al
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dominal introduciendo la aguja haste el peritoneo e inyeg
tar lentamente la doeis(0.l ml de sol. de albfimina de hus

Sensibilizacidén con BCG.

Ya sujeto el animal se procede como sigue: se sostig
ne firmemente ura extremidad posterior del animal, se de
sinfecta la zona de cojinete plantar con cloruro de ben-
zalconio y se introduce la aguja inyectando la mitad de
la dosis(G.l m»l de la vacuna), despuds se aplica la otra
mitad de le dosis en el cojinete plantar de la otra ex -
tremidad(9).

Estimulacién con PFD y albdmina de huevo.

Ia preparacién de la piel pars la estimulacién es co
mo sigue: se corta el pelo de una dera delimitada del lo
mo de la rata evitando daflar la piel, aplicar crema bari
flor depilatoria con wna espdtula sin frotar, ocubriendo
el pelo que se desea remover. dejar sctuar por 8-15 minu
tos. Remover la crema lavando con agua tibia y secar sin
frotar, con una toalla suave(9).

Sujetar la rata firmemente e introducir la aguja en
1a piel del animal con el vicel hacia arriba} invertir
el vicel paras asegurar gque sSe inyecte comple%amente la do
8is(0.1 ml)., Retirer la aguja y mercar la gzons de inocu-~
lacidn.
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Tiempo e sangrado.

Sujetar suavemente la cols de la rata y realiar el.
corte de la punta de la cola con las tijeras, al mismo
tiempo poner en marcha el cronémetro. Cada 15 seg limpiar
la sangre que ha fluido con papel filtro sin tocar la au
perficie de la piel hasta observar que la sangre deja de
fluir, en ese momento detener el crondmetrc y anotar el
tiempo(20,21).

Tiempo de coagulacidén.

Método del capilar: Teniendo anestesiado al animel
ge corta la vena axilar e inmediatamente ae pone en mar-
cha el cronémetro, al mismo tiempo, llenar el capilar sin
heparina haste las dos terceras partes., Invertir el capi
lar constantemente hasta observar que ya no hay desliza-
miento de la sangre; se rompe el capilar para ver el mo-
mento en el que se forman los hilos de fibrina. Detener
el crondmetro y registrar el tiempo(20,21).

Toma de nuestra sangulnea.

Anestegsiar y cortar la vena axilar del animal e in-
mediatamente gque fluya la sangre se recogen 4.5 ml en un
tubo de 13x3100 gue contiene 0.5 ml de anticoagulante(ci-
trato de modlo al 5%). Agitar el tubo suavemente para
mezclar.
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Determinacién de hemoglobina,

Método de lu cianometahemoglobina: Colocar 5 ml de
solucidn de Drabkin en un tubo de ensayo de 13x100. Lle-
nar con sangre exactamente hasta la marca de 0,02 ml la
pipeta de sahli, limpiar la sangre adherida al exterior
de la pipeta con una gaéa. Transferir el contenido de la
pipeta a la solucidn reactiva enjuagando 1la pipeta en 1la
solucién(dilucidén 1:251). Mezclar y dejar en reposo du —
rente 10 minutos. Ieer a 540 nm en el espectrofotdmetro
contra un blanco de reactivos. Extrapolar la lectura ea
la curva de calibracién(coglubin}(20).

Determinacidén de hematécrito.

Método del microhematdcrito: Llenar las dos tercerasa
partes del capilar con sangre, sellar a la flama o con
plastilina por el extremo mds distante a la sangre. Una
vez sellado se coloca en une microcentrifuga. Centrifu--
gar durante 5 minutos a 10-12 mil rpm. Calcular el % del
paguete celular en relacidn al volumen total(20).

Cuenta de leucocitos.

Llenar con sangre la pipeta de thoma para glébulos-
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blancos hasta la marca de 0.5 . Limplar la sangre adheri
da en el exterior de la pipeta con una gasa, complaetar
hasta lz marca de 1.1 con 1lfguido de Turk, homogenizar
durante un minute en el agitador de pipetss., Colocar el
cubrehematimetro sobre la cdmara de Neubauer, descartar
laa primeras 4-5 gotas de la pipeta, llenar la cdmara por
uno de los bordes, dejando gue el lfquido penetre lenta~
mente. Dejar reposar de 3-5 minutos y observar al microg
copio con el objetivo 1lOX y realizar el conteo en los
cuadrantes de los extremos de la cdmare de Neubauer. Mul
tiplicar por 50 el ndmero de células contadas(20).

Determinacidn del % en peso de un Srgano de rata.

Se pacrifica el animal, se extraen higgdo, bazo y
rifiones depositdndolos por separado en charolas de papel
estafio, que previamente se tarardén y se procede a pesar-
los, Por diferencia se obtiene el peso del érgano, el
cual se relaciona con el peso total de la rata de la gi-
guiente manera:

peso_del Srganoc en gr. % 100
peso de la rata en gra.

% en peso =

Recuento diferencial de leucocitose.

Colocar una pequefia gota de sangre con anticoagulan
te en el extremo de un portaobjetos limpio y desengrasa~
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do., Utilizando el borde de otro portaobjetos, se extien-
de la gota de sangre a lo largo del portaobjetos con un
movimiento uniforme. Secar al aire la extensién., Colocar
el portacobjebos sobre un soporte en posicidén horizontal y
con le extensién hacia arriba, cubrir el portaobjetos con
colorante de Wright el tiempo conveniente{el tiempo de
tincién varia de acuerdo al lote y madurez del colorante).
Innediatemente despuée se adiciona la solucidn amortigua
dora de fosfatos a pH 6.4 sobre el colorante hasta la a-
paricidén de un brillo metdlico en la superficie. Dejar
reposar por 3~5 minutos. Se lava el portaobjetos con agua
destilada secando al aire la extensidén. El exdmen micros
cépico se realiza en la parte medis del frotis, con obje
tivo 100X agregando una gota de aceite de inmersidn.



CAPITULO VI
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RESULTADOS.

Como se observard en las tablas y sus grdficas co -
rrespondientes que eatdn a continuacidn, se encontré una
diferencia estadistipamente significativa entre el grupo
testigo y el grupo problema al evaluar la hipersensibili
dad de tipo inmediata; mientras gue en la hipersensibi-
lided de tipo reterdado no se observé diferencia signifi
cativa.

Como parte complementaria de éste trabajo, se eve -
luardén los siguientes pardwmetros hematoldgicos, sin en -
contrar diferencias significativas: Tiempo de sangrado ,
tiempo de coagulacién, concentracidn de'hemoglobina, he-
matdcrito, cuenta de gldébules blancos, diferencial de
leucocitos y pesado de drganos( higado, bazo y rifiones).
Se anexan lag tablaes y grédfices correspondientes,

Para realizar el andlisis estad{stico utilizamos la
prueba de "U" de Mann Whitney; es una prueba gue hace un
andlisis estricto de los datos, proporcionando seguridad
en el andlisis, A continuacidn se explica el método del
andlisis estadi{stico de Menn Whitney, proporcionando un
ejemplo para su mejor comprensidn.
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Probavilidad de Mann Whitney.

L.~ Se tienen dos grupoa, uno de ratas testigo (sin
administrar 4cido acetilsalicilico) y otro de ratas pro-
blema (administradas con dcido acidoacetilsalicilico).

2.- Cada grupo estd formado de cierto nvmero de sle
mentos que son ny ¥y n, respectivamente,

3.~ A cada elemento de ambos grupos se les enumera
en orden progresivo, de acuerdo con sus valores que pre—
sentan, asigndndoles la numeracién 1, 2, 3, ..., €%cC.

4.~ En el caso de dos o mAs elementos que tengan el
mismo valor los nimeros correspondientes del orden pro -
gresivo se suman entre s{ y se dividen entre el nimero -
de elementos, es decir, si los ndmeros que les correspon
d{an eran 4, 5 y 6, se suman éstos y se dividen entre el
nimeroc de elementos en &ste caso eg 3, y por tanto se les
agigna el valor obtenido, y al siguiente elemento en el
orden progresivo se le pone el ndmero siguiente en éste
caso el ndmero 7 y asi sucesivamente.

5~ Obtenido el valor creciente de ambos grupos se
procede a sumarlos, cada grupo por sgeparado,

6.~ 4 la suma de cada grupo se le designa con la le
tra Rl y R2 respectivamente.

7.~ Se les aplica la siguiente relacidén para encon-
trar Ul y U2.

Uj= ny n, + 1/2 n, ( n,+1 } - R,

Uy= nq 0, + 1/2 nq ( n;+1 ) - Ry
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Be~ Obtenidos los valores de Ul Yy ﬁ2, se toma el me
nor.
’ 9.~ En la tabla de probabilided de Mann Whitney, bus
car el mimero de interseccidén de n) ¥y n,.
10.~ Si el walor de U es menor o igualique el obteni
do en las tablas, los grupos en cuestidn son diferentes

estadf{sticamente, con una probabilidad (P) menor de 0.05
(25, 26.)



Ejemplo.

Se tiemen dos grupwm de retas, testigo Bin adminis -
tracidn de deido acetilsamlicfliso y problems con adninig
‘tracidén de Acido acetilsmlic{lico. Se quiere determimar-

8l presentam diferemeciss en el % de hematécrito,

RATAS TESTIGO RATAS PROBLEMA
Y Uy

Resultado Orden Resultado Orden
Experinmental., Progresivo Experimental, Progresivo

44 ——cmmmmeee 10,5 42 e 3,5

40 —v—mmee—eee 1,0 43 mommmmmee 6.5

45— 14.5 45 e 14.5

43 cmmmmm—eem 6.5 44 —rmemmmmae 10,5

- QS — — 18.0 'y [ 2.0

46 ~——mewreeeme 18,0 46 ——e—ee— 18,0

. 7. R—— Vo T 45 e 14,5

47 wmmmnmmm—me 20,0 43 emmmmaee= 6,5

42 wemmememe—ee 3.5 44 e 10,5

43 —mmeee 645 45 wemeeeee 14,5
ny= 10 Rl > 109 B,= 10 R2 = 101

Sustituyendo em la férmula se tieme:
U =n; n, + 1/2 n, (n2 + 1) ~ R,

U, =ny n, + /210y (ng + 1) - By
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U, = {10)(10) + 1/2 (10)(10 + 1) -~ 101
Ui = 108 + 55 - 101 = 54
U2 = {10)(10) + 1/2 (10)(18 + 1) - 109
U2 = 100 + 55 = 109 = 46

Se elige U, = 46 yor ser éste el menor,

El mémero de imterseccidm en las tablas de »= 10 ¥
m,= 10 eorresponde al nimero 23 ,

Rl valor de U2 ¢8 mayor &l encontrado em lasg tablas,

por lo tanto, mo hay diferencis significatiwa emtre

las dos poblaciomes de ratasm.
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Lecturas de los didmetros de las romchas em» la evaluagidn

o

& |

1la hiversensibilidad immediata.
Rata Testigo Problema

(mm) (mm)
1 17 x 17 . 15 x 15
2 16 x 17 14 x 15
3 17 x 17 13 x 12
A 15 x 18 13 x 15
5 15 x 15 15 x 15
6 15 x 14 14 x 15
7 16 x 17 11 x 12
8 18 x 17 15 x 1%
9 18 x 18 15 x 15
18 e 13 x 12

P< 0,05 Es sigaificattivo estad{sticamente,
(Marn Whitney)

Nota: Lecturas tomadas a los 120 minutos después del re—
to aor el ant{geme( doois 0.1 ml de albumins de —-
huevo al 1%),



54

Lecturas de los didmetros de las romchas em la evaluacidm

de la hipersensibilidad retardada.

—

Rata Testige Problema.

(mnm ) (mm )

x 4
x5
x5
x5
x 4
x 4
x5
x 4
x5
x 4

W BN AW N
EET T RN JEC, T S SN NN |
L T T T I T B T . |
RN JEEC Y. Y- ST B NS R RV

)—l
o
Ww W B W s AN WU W

P>0,05 No es sigmificativo estadisticamente.
(Meamn Whitmey).

Nota; Lecturas tomadas a las 24 horas despuds del reto -
cen el antigemo(dosis 0.1 ml de PPD).
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Liecturas de la determimacidn del tiempo de sangrado em el
grupo testigo y gruso probiema,

Rata Testigo Problema
(seg) (seg)
1 57 120
2 54 82
3 87 68
4 120 30
5 90 93
6 140 161
7 188 —
8 100 65
] 106 106
10 —— 87
11 180 143
12 185 81
13 183 136
14 187 166
15 133 133
16 62 60
17 181 180
18 151 85
19 119 138
20 150 175

P>0,05 No es significativo estadisticemente.
(Kamn Whitney).
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Lecturas de la determinacidn del tiemwo de coasgulacidm en
el grupo testigo y grupo prodblema,
Rata Testigo Problema
(seg) (seg)

1 62 82

2 81 92

3 109 58

4 82 80

5 85 46

6 85 113

T 136 —

8 126 137

9 120 115

10 — 131

11 75 109
12 159 160

13 147 146

14 145 120

15 103 69 “
16 148 157

17 133 152
18 150 137

13 152 141

20 143 155

P>0,05 No es significative estad{sticamemte.
(Mann Whitmey),
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Leeturag de la determinaeidn de la eomcertraciba de heme

globina en el grupo testigo y grupo »sroblema.

Hata Testigo Troblema
(g/41) (g/a1)
1 18,1 17.7
2 16.5 18.1
3 18.1 18.7
4 19.0 18.1
5 18.1 18.7
6 18.1 18.7
7 19.0 17.0
8 18,1 ' ‘ 13.0
9 18.1 18,1
10 139.0 18.7
11 18.7 17.7
12 19.0 17.3
13 18,1 —
14 19,0 ——
15 19,0 ——
16 17.7 ' —

P>0,05 No es signifieative estadistieamente.
(Ma=n Whitmey).
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Lecturas de la determimacidn de hematdcrito en el grupo-

testigo y grupo problena.

Rata Tegtigo Prodblema
(%) (%)
1 44 _ 42
2 40 45
3 43 45
4 46 43
5 85 45
6 44 45
T 47 41
8 43 46
9 43 ’ 44
10 46 45
11 45 44
12 46 43
13 43 —
14 47 -
15 47 -
16 42 -

P>0.05 No es mignificativa eatad{sticamenta,
' (Mann Whitrey).
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- Leeturas de la determimacidn de leucocitos em el grupo -
testigo y grupo problena,

Ratsa Tastigo Problena

(cel/hm3) (cel/mm3)
1 9700 7050
2 8200 7550
3 9700 8350
4 8100 12850
5 10700 10450
6 7650 10500
T T200 8650
8 9500 9100
8900 . 10150
10 : 8500 6600
11 9350 10250
12 10650 9100
13 , 9500 ——
14 8550 ————
15 8450 ———
16 13700 ——

P>0,05 No ea sigmificativo estadfsticamente,
(Man» Whitney).
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Lecturas de la determinacién del % em peso de higado,bazo
Y rifiones en el grupo testigo y el gruso problema.

Ratm Testigo Prodlena
H B R " B R

1 3.84 0.17 0.65 3.86 0.19 0.81
2 4.31 0.18 0.66 3.98 0,20 0.63
3 3.56 0,15 0.60 4.10 0,20 0,66
A 4.00 0.16 0.61 3.85 0.16 0.65
5 4.45 c.17 0,60 3.41 0.21 0.64
6 4,09 0.16 0.65 3.84 0.17 0.66
T 3.44 0,20 0,66 3.74 0,17 0. 66
8 4,40 0,15 0.71 4,35 0,19 0,70
9 3.81 0.16 0.60 4.09 0.19 0.562
10 4,30 0,17 0.61 4,03 0,18 0.60
il 4.48 0.18 0,78 4,22 0.16 0.66
12 3.78  0.15 0.59 5.26 0.17 0.7
13 4.16 0,20 0.65 4,57 0,18 0.77
14 4.11 0.18 0.63 5.02 0,20 0.73
15 4.52 0,21 0.67 4.43 0,15 0, 68
16 4,60 0,17 0.81 5.04 0,2} 0.87
17 4.64 0,16 0,66 4.45 0,18 0.67
H = Higado B = Bazo R = Riflones.

P>0,05 No es sigmificativo estad{stiocaments,
{Mann whitney).
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de la diferencial de gldébulos blancos
Brmapo testigo ¥ grupo problema.
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la hipersensibvilidad retardada.
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Gréfica # 5., Determinacidn de la concentrmcidn de hemo-
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Grédficg # 6., Determinacidn del hematdcrito en el £rupo
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Grédfica # 8. Determinacidén del % en peso del hfgado en
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Gréfica # 10, Determinacidn del % en peso de rifiones en
el grupo testigo y el gruvo problema.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Como se observd en los resultados la expresién de la
hipersensibilidad de tipo inmediata se encontré alterad.,
pero no asi la expresidn de la nipersensibilidad de tipo
retardada despuds de la administracidn del 4cido acetil~
salicflico. Suponemos gque el efecto del dcido acetilsali
cilico sobre la hipersensibilidad de tipo inmedinta se -
pueds explicar de la siguiente manera: 1) Por el hecho de
gue el &cido acetilsalicflico suprima la produccidén de an
ticuerpos; 2) Por su interferencia en la expresién biold
gica de la reaccidén antigeno-anticuerpo; 3) Por la inhibi
cién de la biosintesis de las prostaglandinas y 4) Por su
efecto innibitorio sobre el PAF (Factor aglutinante.de
las plaguetas).

Aunque sabemos que el dcido acetilsalicflico inuibe
la produccidén de un potente agente agregante plaguetario
{tromboxano A2) ¥ que disminuye los niveles plasméticos
de protrombina, el tiempo de sangrado y de coagulacidn no
estuvieron alterados a la dosis manejada.

Ila hipersensipilidad de tipo retardada no se vié al
terada posibvlemente porgue el &cido acetvilsalicilico no
tiene efecto alguno sobre las células y moléculas efecte
ras de ésta reaccidén o probablemente se requieran docis
mayores para gue se vea afectada ésia respuesta.

Ia concentracidén de hemoglobina, el hematdcrito, el
recuento de leucocitos, el porcientc en peso de higado,
bazo y rifiones y la diferencial de leuwcocitos tampoco se
enconiraron alterados.

L2
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CONCLU3IOKES.

Despude de analizar estadisticamente y discutir los
resultados concluimos que posteriormente a la administra
cidn del dcido acetilsalicilico por un periodo de 30 =
dias consecutivos y administrando una dosis del 15% de -
la LD50 H

1) La hipersensibilidad de tipo inmedista

ge encontrd alterada.

2) ILa hipersensibilidad de tipo retardada
no se vié elterads.

3) Ia concentracidn de hemoglodina no se-
encontrd alterada.

4) E1 hemat8critc no se encontro alterado,

S) ¥l recuento de klébulos blancos no se-
encontré alterado.,

6) La diferencial de leucocitos no se -~
encontrd alterada,

7) El porciento en peso de higado, bazo y
rifiones no se encontréd elterado,

8) El1 tiempo de sangrado y de coagulacién
tampoco se encontrarén alterados,

NOTA : Sabemos por la literatura y por reportes clinicos
que el decido acetilsalic{lico causa disturbios em la fun
cidn plaquetaria y en algunos factores de la coagulacidn,
por lo gue esperabamos encontrar alterados estos pardme-
tros; sin embargo, a la dosis utilizadm y al tiempo de -
‘administracién no se encontrarén alteraciones,
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MEX0,

iy

eparacidn de uns solucidén de albdmins de huevo al 1% ,

o— ——

Volumen requerido: 5 ml,

Cantide de albumina requerida: 50 mg.

Disolver los 50 mg de s bimina en los 5 ml de agua-
esteril libre de pirdgenos y memtener en refrigeracidn.

Reconstitucién de la vacuna de BCG.

Reconstituir la ampolleta con 5 ml de agua esteril-
1libre de pirdgenos, homogenizarla adecuadamente y prepa-
rar antes de utilizarla, ‘

Preperacién de la suspensidn de dcido acetilsalicflico.

La suspensidn se prepard pars llevar el 154 de 1B -
LDSO en un volumen de 0,5 ml de aceite puro de cdrtamo -
para una rata de 200 g de peso. La cantidad de suspen --
sién que se amdministrae a las ratas varfia en relacién al-
peso de &stas con el fin de administrar el 154 de la —
LD50 durante los 30 dias/

I‘DSO s 1,75 g/kg .
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1.75 e/Kse 100%
X 154
= 0.2625 B/KS .

0.2625 g/EKG ~mmmemm———— 1 Kg.
X - C.2 Xgeo
X = 0,0525 g .

0,0525 g : 0,5 ml,
Se necesits preparar un stock de la suspensidn para

administrar a 24 ratas durante 7 dias, por lo tanto:

0.0525 g wewmwmewr 0,5 Ml <w—ceeee—ee- 1 dosis
X s e o e o X e e 24 dOBiS
X = 1,26 g X = 12 ml, 1 afa

Por sletecdi{as tenemoma que:

I= 8,82 ¢g X = 84 ml

Suspender homogéneamente los 8,82 g de Acldo acetil
salic{lico en los 84 ml de aceite puro de cdrtamo, evi -
tando la. formacién de grumos. Agitar la suspensién pars-
homogenizar adecundamente antes de cadas administracién a
los animales de experimentacidn.
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Preparacién de la solucidn de Drabkin.

Pesar: Bicarbonato sddico (CO3HN3) ————— 1 BT,
Cianuro potdsico (CNK) = «—ewm 0.05gr.
Perricianuro potéaico(Fe(CN)6K3)— 0.20gr.

Mezclar y aforar con agua destilada hasta un volidmen

de 1000 ml, Conmservar la solucidén en frasco ambar a tem-
peratura ambiente (20).

Preparacidn de la Solucidén de Turk.

Mezclar: Acido acético glacial 3.0 ml1,
Agua destilada 97.0 ml.
Adicionar una o dos gotas de azul de metile
no al 1% y conservar el frasco ambar a temperatura ambien
te (20).

Preparacidn de la solucién de citrato de sodio al 5%.

Pesar 5 gr. de citrato de sodio y disolver en 100 ml.
de agua destilada. Mantener en refrigeracidn (20).

Preparacidn del Colorante de Wright.

Ia solucién se prepara disolviendo 0.1l gr. del colo
rante (polvo) en 60 ml, de alcohol metflico absoluto quf
micamente puro. Dejar reposar la solucidn uno o dos dias,
y filtrar antes de usar o tomar muestras de ella,
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Preparacidn de la solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.4

Disolver en un litro de aguas destilada 6.63 gr. de
fosfato potdsico primario (monobdsico) (PO4H2K) anhidro
¥ 2.56 gr. de fosfato sédico secundario (dibésico)(P04HNa2)
ajustar al pH 6.4.
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