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RESUMEN

La corteza de la planta del tepescohuite ( Mimosa tenuiflora ) es
usada tradicionalmente en el tratamiento de lesiones por
quemaduras -, sin embargo se ha mencionado que su uso puede traer
como consecuencia efectos secundarios.

Para evaluar su efecto toxico se ensayaron concentraciones de un

extracto alcohdlico del - tepescohuite inyectado
intraperitonealmente ( i.p. ) a ratas albinas, concluyéndose que
seria necesario inyectar fod: o & una persona adulta

aproximadamente 24.0 g de extracto para que esta perezca.

Por otra parte , se evalud tambien su efecto alergenico mediados
por células indiferenciadas de un modo somero, dividiendose este
objetivo en dos partes ; la primera consistid en evaluar la
actividad irritante del extracto y corteza en celulas
peritoneales de rata albina en comparacion con otros farmacos de
uso, topico en quemaduras, mientras que la segunda parte del
objetivo se trato el de evaluar la actividad del extracto del
tepescohuite y otros farmacos sobre el proceso fagocitico en
neutrofilos humanos.

En ambos casos del objetivo anterior no hubo diferencias‘en el
extracto vy corteza del tepescohuite con respecto a los farmacos
de prueba que se utilizan comercialmente en lesiones por
quemaduras. ( Excepto el farmaco Furacin que resulto ser tdxico
en la primera parte del del objetivo anterior. )



INTRODUCCION

ANTECEDENTES ETNOBOTAN I1COSs.

La utilizacion de la corteza del arbol
Mimosa tenuiflora conocido como TEPESCOHUITE, para el tratamiento
de las quemaduras data de los tiempos del México prehispanico por
los 1indios mayas ya que dicha planta es originaria de la region
sur del pais.

Fue referida por primera vez en el siglo XVII por el espafiol
Don Francisco Hernandez protomedico de Felipe II en su libro
" Historia de las Plantas de la Nueva Espafia " . Durante su
estancia en la Nueva Espafia, que se dio a la tarea de recopilar
y codificar 1los conocimientos de botanica medicinal que asi se
pudieron conservar, a pesar de 1la destruccion sistematica de
documentos realizados por el clero durante el tiempo de la
conquista.

En su librq aparece el Tepescohuite con el nombre TETLATILIZTLI
en lengua nahuatl, ya que desde entonces era ampliamente
conocido en el Valle de México por los antiguos mexicas o
aztecas .( 1 ).

Tambien se utilizaban otras plantas con los mismos fines medici-
nales como la hierba de TLALIXAHOAL y las hojas de la planta
Agave o MET y TLALYXAHOAL, la raiz de. TLALOMATL vy la corteza
de XOCHIALAHUAC, pero aparentemente sin el mismo potencial
inductor de la reepitelizacion que el TEPESCOHUITE.( 2, 3, 4, 5,
6, 7, B8 ).

ANTECEDENTES BOTANICOS.

La descripcidn botanica de la planta fue
realizada por Martinez( 9 ) y posteriormente por Miranda( 10 ),
que en resumen describen lo siguiente:

, conocida como Tepescohuite.
De la familia de las Mimosaceas.

Arbusto o arbolito espinoso, hasta de 8 metros de alto con las
hojas alternas o compuestas de seis a nueve pares de pinnas vy
estas de veinte a cuarenta hojuelas muy pequefias linear oblongas,
algo viscosas. Flores blancas muy pequefias, en densas espigas
bastante largas de cinco a ocho centf{metros, de vainas oblongas
de siete a ocho centimetros de ancho.

Es arbusto vistoso cuando se cubre de sus bellas inflorescencias
blancas, peroc constituye una maleza diffcil de extirpar que
invade las milpas y cultivos abandonados formando muy densas
agrupaciones en el Valle de'Cintalapa en el Estado de Chiapas vy

en la planicie costera de Mexico. )



LNTECEDENTES CLINICOS ACTUALES.

A pesar del gran desarrollo en las
técnicas terapeutlcas medicas e histopatoldgicas, la
clasificacidén mundial de las quemaduras se conserva sin cambios
apreciables, como puede observarse en la Tabla No. 1. En tanto
que el porcentaje de quemaduras con variados origenes
etiolégicos, reportadas en los diferentes hospitales tanto de
Espafia como de los U. S. A.(en el estado de Cincinati), se
aprecian en la Figura No. 1.( 11 ).

Hoy dia sabemos que una buena parte de los pacientes catalogados
como grandes quemados, mueren debido a que presentan un cuadro
clinico de Falla Organica Miltiple( F. O. M. ), lo que se traduce
como un desajuste de 3 o mds sistemas por irritacion anormal del
sistema nervioso autdnomo que provoca una perdida de calor por
exceso de irradiacion y choque hipovolémico.( 12 ).

Wertheim fue el primero que menciond la presencia de eritrocitos
lesionados por lo que dedujo que existfa una alteracidn intensa
de los elementos celulares de la sangre que se manifestaba entre
otras cosas por la expulsion de la hemoglobina en orina, vya que
al pasar por el rifion se producfan 2 patologfas:

1) Albuminuria Intensa
2) Nefritis Parenquimatosa.

Esto explica el escaso volumen de filtrado que muchos pacientes
manifiestan durante las primeras horas posteriores al trauma
epidermal.( 13, 14 ).

Por otro lado, la neoformacidn y evolucion del tejido cicatricial
para el caso de una quemadura depende de miltiples factores entre
los que se consideran: El sitio de lesion de la piel, la edad del
paciente, su grupo étnico v el porcentaje de superficie
quemada entre otros.

Pero en general, suceden el mismo grupo de acontecimientos
histologicos en todos los grandes traumas:

1) Las superficies de la herida se recubren con un coagulo de
fibrina que protege de la intemperie a la lesidn.

2) El epitelio emigra sobre la dermis hasta el nivel de unidn con
la grasa dérmica, pero aun cuando las capas epiteliales poseen
notable capacidad migratoria, no excede de tres centimetros desde
el borde hasta el interior de la herida. ( 15. 16 ).

3) Aproximadamente en cinco dias el epitelio finaliza su migracion
a traves del cosgulo de fibrina, y empieza a engrosar hacia abajo.

4) En un nivel mas profundo y posterior de 1la lesidn, los
fibroblastos inician 1la invasidn de la herida a traves del
sustrato semisolido de fibrina.



TABLA No. 1.

CUADRO CLINICO Y DE EVOLUCION ANATOMICO -

PROFUNDIDAD

PATOLOGICA DE LAS

ASPECTO ANATOMICO E HISTOPA-
TOLOGICO DE LAS QUEMADURAS.

EVOLUCION.

PRIMER GRADO.

SEGUNDO GRADO
SUPERFICIAL.

L}

SEGUNDO GRADO
PROFUNDO.

TERCER GRADO.

Eritema.

ESPONTANEO.

+ + + +

Desprendimiento del epitelio
con o sin flictena dejando -
al descubierto la deérmis que
aparece eritematosa.

ESPONTANEO.

+ +

Desprendimiento de la epider
mis. La dermis aparece algo-
blanquecina pero humeda.

NO ESPONTANEO.

Destruccidn de la epidermis-
y dermis. La superficie apa-
rece blanca y seca.

NO ESPONTANEO.

Solucién de los 3
a los 5 dias.

AL CONTACTO.
+ + +

Solucidén de los -
10 a los 15 dias.

AL CONTRCTO.h

+ + + 4+
Solucidn hasta -
los 21 dias.
AL CONTACTO.

+ + +

Solucidén quirur-
gica.

AL CONTACTO.

TABLA No. ; 9
epidermis

como su evolucion cronométrica.

'Requme las caracteristicas histo-patologicas de la
y la dermis bajo diferentes grados de quemadura, asi



FIGURA No. 1.

CLASIFICACION - PORCENTUAL DE LAS QUEMADURAS POR SU ORIGEN EN

HOSPITALES DE ESPARA Y U. S. A.(CINCINATI).
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ETIOLOGIA TRAUMATICA.

Figura No. 1. La grafica representa el porcentaje de quemaduras
por su origen en hospitales de Espafia ( E ) vy Estados Unidos
(Cincinati C ).( 11 ).



Asimismo, es durante este proceso que algunos fibroblastos
Inician, sy metamer fesis nakeyal para ecopar nuzvas puestas bajo
ia jesion y algunas c=lclas derivadas dsi sustrato de malpighio
se frvansforman en miofibroblastes: los qua tienen importante.
desempefio en el efecto de "Cordon de Monedero" por la contraccion
de 1la herida . Este es un proceso en tres fases:

1) Se produce una fuerza de traccion generada por una banda de
celulas epiteliales en el borde de la herida.

2) Los miofibroblastos bajo el margen de la lesidn( a S0 um. del
borde y a 40 um. de su superficie aproximadamente) tienden a
formar una banda retractil (Teoria del "Picture Frame").

3) Finalmente, los miofibroblastos que han emigrado.al lecho de
la lesidn, tambien traccionan los bordes hacia el céntro (Teoria
del "Purse String").( 15, 16, 17 ).

El1 Fibroblasto. R

——————————————— Cumple la funcion de sintetizar colagena que
llega a su nivel maximo en 2 a 3 semanas, esta proteina que
al principio se encuentra desalineada, es poco a poco orientada a
partir de las lineas de stress o tension que soporta la lesidn
hasta adquirir orientaciones poco dispersas, alineadas, y
sumamente resistentes a la traccicdn. Aun cuando entre las
primeras 3 semanas a dos meses de post-lesidn los fibroblastos
secundados por las fibrinolisinas y colagenasas que transporta la
sangre de pequefios brotes capilares, ya han llevado a cabo la
lesion de la herida y han eliminado ayudados por los macrdéfagos
toda la fibrina, asi como la colégena sobrante desalineada de la
cicatriz.( 18 ).

En tanto que de los dos a cuatro meses los cordones de colagena
propios de la cicatriz ya estan finalmente orientados, es en este
momento el mejor para influenciar el aspecto cosmético de una
cicatriz y cuando conviene fijarla en 1la posicidn mas
fisiologica posible para cada caso en particular. Aunque algunos
autores no dan demasiada importancia al factor mecanico de stress
para la formacidn de la cicatriz.( 19 ).

Por lo general de seis meses a un afio, la cicatriz adelgasa y se
torna palida. Pero si tiende a enrojecerse e inflamarse esta es
descrita como cicatriz hipertrdfica; vy si en un afio continua en
esa tendencia e incluso tiende a invadir el resto del tejido a su
alrededor se le llama cicatriz queloide (del griego '"kelos,"
"como garra'"; aludiendo a su parecido a un zarpa). Aun cuando no
existe verdaderamente diferenciacidn clinica o histopatoldéica
entre estas.

Se sabe que la cicatriz hipertrofica se debe a_ un imbalance
locglizado entre biosintesis y degradacidn de colagena , la cual
no es muy distinta de la piel clinicamente sana. Esta contiene
aproximadamente la misma cantidad porcentual de colagena por el
total de proteina.



Por lo que mas bien la rigidez del tejido hipertrofico es debido
a la falta de Fases I y II de la curva de distensién y a
la traccion que presentan los tejidos, mas que a un cambio en su
resistencia o contenido de agua, pues el tejido Hipertrofico
contiene mas agua que la piel normal. Y lo que determina
absolutamente su rigidez es el sentido de orietacion de sus
fibras de coldgena, que no estan dispersas sino alineadas en
cordones paralelos.( 20 ).

La colagena cuya informacidn genética se encuentra entre el
cromosoma 7 ¥ el 17 es una larga cadena de 1000 aminodcidos

apr‘ximadamente. de estos la mayor parte son prolina,
hidroxiprolina vy glicina; su sintesis requiere de enzimas
proteoliticas, iones ferricos, oxigeno molecular,

alfacetoglutarato y acido ascdrbico. Por 1lo cual desde su
sintesis como procolagena hasta la molécula de colagena vya
terminada, su metabolismo y distribucidn pueden ser alterados por
cualquier deficit nutricional como el escorbuto, [} por
substancias como los esteroides que limitan su sintesis en el
fibroblasto.( 16, 21, 22 ).

Por otro lado, la cicatrizacion hipertréfica, tipica de
quemaduras vy cierre de heridas de segunda intencidn es
dependiente de estimulos hormonales anormalmente alterados en el
organismo, y probablemente hasta de estimulos por
inmuncglobulinas, aunque hay nuevos hallazgos que se contraponen
a esto Ultimo en algunas observaciones.( 23 ).

Pero en algo se coincide a ciencia cierta, la herida manejada con
terapia exicional temprana y pronto recubrimiento, produce menor
cantidad de endotoxinas y de componente sérico inmunosupresor,
ademas de ser mas seguro el manejo y mejor el aspecto cosmético
al final del proceso.( 24, 25, 26, 27, 28 ).

En estudios realizados con trazadores radiactivos de timidina
tritiada( H +3 ), en moléculas de agua, se encontrd que la
absorcioh promedio de la piel humana intacta o clinicament: sana
se encontraba alrededor de 8.5 ml/m*2/hora. En tanto que durante
la fase de choque traumdtico por quemadura, se sabe desde hace
mucho tiempo que la permeabilidad disminuye en un rango de mas de
100 veces, durante los primeros 3 a 7 dias post-quemadura y que
los eventos que se suceden se relacionan directamente con la
plasmorragia, vasodilatacion, aumento de la irradiacidn térmica,
descenso de la absorcion glomerular y una menor capacidad para
la retencidn de liquidos, y por lo tanto una disminucidn en el
pesoc corporal. Es por ello que se Jjustifica el wuso de
soluciones salinas amortiguadoras, coloides v soluciones
glucosadas por via intravenosa.( 29, 30 ).



ETIOLOGIA DEL PROCESCO INFLAMATORIO.

Son muy numercosos los agentes
que estimulan la respuesta del proceso inflamatorio, por 1o due
se esquematizan a continuacion:

a.- Agentes Fisicos.

Traumatismos por golpes o contusiones.

Heridas expuestas por cirugia o por objetos
de tipo punzocortante.

Frio por criopatias o por congelaci&n.
Quemaduras por calor o electricidad.

b.- Agentes Quimicos.
Fenoles , substancias metaldidicas y
ALGUNOS FARMACOS

c.- Radiaciones.

Ultraviocleta, o ionizantes.

d.- Microorganismos.
Bacterias, vgrus. hongos, protozoos,
levaduras y parasitos.

e.- Reacciones inmunoldgicas.

Antigenos e Inmunocomplejos.( 32 ).

FISIOLOGIA DEL PROCESQO INFLAMATORIO.

La inflamacion o proceso
inflamatorio, constituye una respuesta universal de los tejidos
vivos frente a muy diversos agentes traumdticos y es una
condicidn patologica de muy alta frecuencia.

E1l proceso inflamatorio es una respuesta reaccional de tipo
defensivo gque trata de impedir la extension y consecuencias del
agente agresor, pero que comporta en si mismo efectos patoldgicos
que conviene tratar oportunamente.

A pesar del enorme avance en el estudio morfoldgico, citoldgico,
estructural, bioquimico, inmunoldgico vy farmacolégico. el
conocimiento {ntimo de los mecanismos del proceso inflamatorio
aun esta por ser elucidado.( 31 ).
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La Inflamacion.

——————————————— El proceso inflamatorio reune una secuencia
estereotipada de mecanismos puestos en marcha por la lesidn o
trauma. Esta se encuentra constituida como una reaccidn
bioldgica compleja cuya finalidad es la eliminacidn del agente
causal y la reparacion tisular.

Para el caso particular de una quemadura se considera como el
proceso de cicatrizacion; el tipo clinico puede ser variable en
atencion a los 2 fenomenos sefialados.

a.- Inflamacidn aguda.

————————————————— El proceso inflamatoric de instauracidn
rapida, es caracterizado por una reaccion vascular propia en que
presenta fenomenos de: vasodilatacidn, diapedesis y exudacicn
plasmatica.

b.- Inflamacidn subaguda.
————————————————————— Es un grado intermedio de cierta
ambiguedad entre la inflamacidn crdnica y aguda.

c.- Inflamacidn crénica.

--------------------- Generalmente es la evolucidn de 1la
inflamacioh aguda al no haberse eliminado al agente inflamatorio,
su caracteristica es la persistencia con sintomatologia poco
activa o apagada. Este fendmeno se continlla con una fase de
fibrosis de la zona de lesidn.( 32 ).

FISIOLOGIA CELULAR DEL PROCESO INFLAMATORIO.

La reaccion inflamatoria
queda definida por los sintomas siguientes: calor, tumoracidn,
rubor y dolor. En tanto que la dindmica de 1la inflamacién
relaciona la participacidn de los siguientes elementos celulares:

1.- Leucocitos polimorfonucleares.

—————————————————————————————— Son los leucocitos sangufneos
las células encargadas de la defensa primaria, por su funcidn
fagocitaria y es el elemento caracteristico de 1la inflamacicdn
aguda.

El Leucocito.

———————————— Fagocita al elemento extrafioc como bacterias, restos
celulares, elementos organicos o inorgdnicos. Y luego 1la
partfcula es hidrolizada en su interior por las, enzimas
lisosomales hasta que lo anaboliza o lo cataboliza segun sea el
caso.

Los eosinofilos participan tambien en este proceso, pero su

presencia esta ligada a los problemas de hipersensibilidad o
parasitologia.

11



2.- Linfocitos.

) mmmmem———— Su presancia f cara terlstlca de los prqcesgs
cronicos, su papel esta aciona la secrecion e

LSS L oS 1

Los linfocitos B presentan actividad inmunosecretora ' se
encuentran en la zona ganglionar, en tanto que los linfocitos T,
presentan funcidn de tipo citotdxica y se encuentran en la =zona
preganglionar.

3.- €élulas Plasmaticas. :
_____________________ Son basicamente productoras de
Inmunoglobulinas.

4.- Macrofagos.

—————————— Son células de tipo fagocitarias, conocidas como
neumocitos circulantes o histiocitos fijos. Estas forman el
Sistema Mononuclear Fagocitico.( 31, 33 ).

DINAMICA DEL PROCESO INFLAMATORIO.

_________________ Aparece de la ingurgitacidn vascular por
cambios en el flujo sanguineo responsable de la sintomatologia
cldsica: calor, hinchazon, rubor y dolor. A continuacidn se
presenta un aumento de la sensibilidad provocada por la exudacidn
de fluido hacia el espacio extracelular, seguido de la migracicn
celular, mediado por substancias de tipo quimiotactico La
intensidad con que se producen algunos de estos
fendmenos determinaran el tipo inflamatorio c¢linico: seroso,
fibrinoso, catarral, supurado, etcétera.

Inflamacidén Subaguda.

. Se considera como el estado intermedio
dinamico qel proceso inflamatorio entre la fase de respuesta
aguda y cronica.

Inflamacidén Crénica.

Ademas de su celularidad caracteristica, 1la
inflamacion cronica se caracteriza por la presencia de tejido de
granulacion que es donde toma asiento el proceso regenerativo.
Este tipo inflamatorio eventualmente y dependiendo de las
condiciones podria dar origen a wuna respuesta de tipo
granulomatosa.( 33 ).

12



MEDIADORES BIOQUIMICOS DEL PROCESO INFLAMATORIO.

Cierto tipo de
substancias de tipo endogeno son liberadas durante el proceso
inflamatorio, y su papel consiste en desencadenar un sistema
sinergetico de estimulacidn, de acuerdo a un patron basico de
pasos biogquimicos, los cuales una vez que se han presentado se
llevan a cabo en forma independiente del estimulo. Su funcidn se
conoce solo parcialmente.

Entre los mas estudiados se encuentran los siguientes:

1.- AMINAS VASOMOTORAS.

Es muy abundante en los tejidos, esta dispuesta en
forma de granulos en las células secretoras denominadas células
cebadas. Actla una vez liberada, vy su actividad es de tipo
vasodilatadora o dilatadora capilar, ademas actla a nivel de las
terminales sensitivas produciendo dolor.

b.- Cinco Hidroxi-Triptamina(5 H.T.) o Serotonina:

Se encuentra
ampliamente difundida en los tejidos, tiene una funcidn menos
conocida en el Proceso Inflamatorio; se cree que estimula las
terminales nerviosas provocdndo respuesta dolorosa.( 34 ).

'2.- ENZIMAS PROTEOLITICAS.

Concretamente se trata de la calicreina
que forma la bradiquinina y otras quininas, las cuales actuan
como intensos vasodilatadores.

3.- POLIPEPTIDOS.

EL sistema de las Quininas conformado por
bradiquinina, kalidina y metil-lisil-bradiquinina, las cuales
actuan como vasodilatadores potentes, debido a que aumentan la
permeabilidad capilar y provocan el dolor.

4.- SISTEMA DE COMPLEMENTO.

Su funcion en el proceso inflamatorio
es importante bien actuando directamente o bien por la via de 1la
properdina que origina la liberacion de substancias como C 3, C
5, C3a y 1los C5 a denominados anafilotoxinas; las cuales
aumentan la permeabilidad capilar, liberan histamina,
probablemente prostaglandinas y estimulan el quimiotactismo
linfocitario.
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S.- ENZIMAS LISOSOMIALES.

rasE e Fzigmentis EYoTEieC eI 2 =l Lol Easns 1=

Estas enzimas atacan las membranas
elastina y la fibrina.
6.~ PROSTAGLANDINAS.

Son hidroxiacidos grasos insaturados( P. G.),
con un anillo ciclo-pentdnico; segin la naturaleza de este anillo
se identifican cuatro grandes grupos: 1) P. G. E, 2) P. G. F., 3)
P. G. A. vy 4) P. G. I.

Se conocen 16 tipos de P. G. ‘diferentes, las cuales en su papel
en el proceso inflamatorio es variado, a continuacidn se
mencionan algunas de estas funciones:

1) Inducccion del dolor por estimulo de las terminaciones propio-
ceptivas desnudas.

2) Agentes pirogenicos.

3) Vasodilatadores.

4) Aumentadores de la permeabilidad capilar.

5) Aumentadores de la sintesis de colégeno.

Muchos de los antiinflamatorios como la aspirina actuan
inhibiendo 1la biosintesis de las P. G ., al bloquear la
cicloxigenasa e impedir 1la biotransformacidn del acido
araquiddnico precursor de lae mismas.( 34 ).

7.- LINFOCINAS.

Son factores secretados por los linfocitos T, se
conocen varios tipos como los siguientes:

1) Factor de Migracion de Macréfagos( M. M. F.), que induce la
transformacion linfocitaria.

2) Factor Aglutinante de Macrdéfagos( M. A. F).
3) Linfotoxina.

4) Linfolitico para los fibroblastos.( 33 ).
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PAPEL DEL TEJIDO CONJUNTIVO EN EL PROCESO INFLAMATORIO.

El tejido
conjuntivo es el responsable del proceso inflamatorio, que es una
reaccion defensiva celular y vascular contra agentes extrafios.
Este mecanismo de defensa depende de las células y de los
elementos intercelulares del tejido conjuntive. Este tejido
ccentiene células fagocitarias y células productoras de
anticuerpos, ademas una substancia amorfa de consistencia
viscosa que representa una barrera fisica a la penetracidn de
microorganismos.

En la inflamacidn ocurre una elevacion del flujo sanguineo, que
consecuentemente aumenta la permeabilidad en los capilares vy
facilita la difusidén de macromoléculas, como concecuencia en
parte a la liberacidn de Histamina por las células cebadas, por
lo que se forma asimismo un edema en el area afectada.( 35 ).

Tambien en la inflamacidn ocurre el fendmeno de diapedesis, que
es el paso de celulas( neutrofilos y macréfagos basicamente ),
atravez de los capilares mediante movimientos ameboideos. Las
células que se acumulan en esta area inflamada fagocitan detritos
celulares =] protéicos asi como fibras alteradas por la
inflamacidén.{ 36 ).

EL ALERGENO.

Se le denomina alérgeno a una substancia que induce
un aumento en la sensibilidad del estado inmunoldgico, por lo
general se presenta a concentraciones bajas. Sin embargo, cuando
el agente alergenico se mantiene por largos periodos de tiempo en
contacto con el sistema inmune, este puede sufrir cambios
quimicos, 1lo cual implica una maduracion y es entonces cuando se
dice que el agente alergénico se ha transformado en un agente
antigénico o en un antigeno.

Para que un agente extreﬁo al organismo, pueda ser considerado
como un agente, alergenico potencialmente inductor de una
respuesta Antigenica, debe de presentar las siguientes
caracteristicas:

a) Peso molecular alto o medianamente alto.

b) Componente muy polar.

c) Presentar grupos sulhfidrilos.

d) Inducir un aumentc en la sensibilidad a concentraciones muy
pequefias. ( 29 ).
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EL . PROCESO ALERGICO.

De acuerdo a lo anterior, la alergia es una
patologia inmunitaria del estado original o una reactividad
alterada del individuo, debido a agentes extrafios llamados
alérgenos. Lo cual implica que no todas las reacciones
inmunoldgicas ocurren en soluciones que contienen antigenos vy
anticuerpos.

Muchos individuos padecen de alergia contra granos de polen,
leche, huevos, medicamentos o ciertas substancias en el alimento,
los liquidos corporales de estos individuos sensibilizados no
contienen cantidades substanciales de anticuerpos o
Inmunoglobulinas del tipo E ( IgE ) dirigidas contra los
materiales sensibilizados llamados alérgenos.( 37, 38 ).

Culquier antigeno que estimula la produccion de anticuerpos de 1la
clase IgE ( estado de maduracidn del aleérgeno ) se le llama
alérgeno. Los anticuerpos de esta clase comprenden solo el 0.004%
del total de inmunoglobulinas séricas. Pero se 1ligan con gran
afinidad a las células cebadas atravez de un sitio de la regidn
Fc( region constante del anticuerpo ), que al combinarse con el
alergeno, las células cebadas liberan una serie de mediadores
farmacoldgicos responsables de la ronchas y de las reacciones de
brotes urticariales sobre la piel.

Sin embargo, dentro de las enfermedades provocadas por los
alérgenos, la mas comin es la llamada Anafilaxia o reaccidn de
Tipo I, aunque es necesario considerar que los inmunologos Gell
y Coombs han clasificado este tipo de patologias en 4 tipos
distintos.( 38 ).

EL ANTIGENO.

Un antigeno es cualquier substancia extrafia que ha
logrado madurar el sistema inmunue hasta tener su anticgerpo
correspondiente, es decir iniciar un proceso biologico complejo
que implica en particular la proliferacicn de células linfoides Yy
que determina la sintesis por estas uJltimas de moléculas
de reconocimiento ( anticuerpos o receptores celulares ) que
tienen la propiedad de combinarse especificamente in vivo o _in
vitro, con el antigeno inductor.( 39, 40 ).

Por 1lo que algunas de las caracteristicas fisico-quimicas de un
antigeno serian las siguientes:

a) Exogenicidad.

El sistema inmunoldgico en alguna forma discrimina
entre lo " propio " y "no propio ", de manera que solo moléculas
que son extrafias a la circulacion del animal resultan normalmente
inmundgenas.
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b) Tamafio molecular.

Lag moléculas extremadamente pequefias  como
los aminoacidos y los monosacaridos no son inmundgenos Vv
generalmente, por lo que es aceptado como necesario cierto tamafio
minimo molecular.

c) Complejidad quimica.

Una molecula debe de poseer cierto grado de
complejidad quimica para que sea potencialmente inmundgeno vy
consecuentemente antigenico. Las ramificaciones de' la cadena
principal se ha visto que potencian la facultad inmunogena

d) Constitucidn genética del animal.

La capacidad para responder a un antigeno
particular wvaria con la composicidn genética o del género
zoologico, por lo que las macromoléculas pueden ser inmundgenas
solo para algunas especies

e) via de administracidn.

La potencialidad de que un antigeno iqduzca
alguna respuesta inmunitaria, depende directamente de la dosis vy
forma de administracidn asi como del tiempo de
exposicidn. ( 41, 42 ).

INFLAMACION CON ORIGEN MEDICAMENTOSO.

' Es sabido desde hace mucho
tiempo, que las alteraciones por enfermedades dermatoldgicas, o
por la wutilizacidn de un nuevo medicamento a nivel tdpico,
implican en 1la gran mayoria ‘de los casos un conjunto de
alteraciones bioquimicas o histopatoldgicas, que se relacionan
directamente con su.naturaleza quimica, su concentracidén y el
tiempo de administracidn como ya se ha mencionado.

Sin embargo, en el caso especifico de las lesiones traumaticas de
origen medicamentoso se ha encontrado que eventualmente se
produce una deficiente o nula destruccicn de granulomas por parte
de los factores humorales; esto se debe a que tanto los
Leucocitos Polimorfonucleares(P. M. N.), como los Mononucleares o
Macrdfagos ( M. N. ), son susceptibles de ser alterados a
diferentes niveles . Por lo que la capacidad fagocitica natural
del macrdéfago eventualmente lo lleva a almacenar una cantidad
considerable de drogas en su citoplasma, las cuales obviamente
no son anabolizables, ni exocitadas a nivel intersticial.

Aunque quiza tambien se pueda deber, a la diferencia en la vida
media de los P. M. N. que es muy breve, en comparacion con los
macrofagos gque es muy prolongada. Histoldgicamente a este tipo
de patologia, se le conoce como Infiltrado Inflamatorio Agudo
y es muy comun su aparicion por la utilizacidn de drogas con
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actividad biologica sobre muy variadas enfermedades como es el
caso de la Tuberculosis y Lepra entre otras muchas
enfermedades.( 41 ).

Una analogia de la inmuno-deficiencia con origen dermico, podria
ser el caso de la enfermedad conocida como lepra en su variedad
lepromatosa, que se ha descrito que los fagocitos mononucleares
son menos eficientes que los de individuos sanos en su capacidad
para fagocitar a la bacteria Mycobacterium leprae.

En tanto que los fagocitos P. M. N., no parecen SsSer menos
eficientes o defectuosos en sus funciones globales fagociticas
cuando se comparan contra los P. M. N. de personas sanas.

Sin embargo, algunos estudios han demostrado que una importante
proporcion de los pacientes con disfuncion deérmica presentan un
efecto generalizado deprimido en su actividad o rendimiento
endocitico, relacionado con su efectividad enzimatica algunas
veces, y otras no parece corresponder a un defecto intrinseco de
las células fagociticas; sino mas bien pareceria ser el resultado
de la presencia de factores en el suero de los pacientes.( 42 ).

Esto ha dado lugar, a que se realicen estudios paralelos de apoyo
sobre la capacidad endocitica para evidenciar 1los cambios
metabolicos oxidativos(cuantificados por medio de las pruebas de
Nitroazul de Tetrazolio(Nitro-Blue-Tetrazolium o N. B. T. y del
Anion Super-0Oxido), por alta ingesta de farmacos, por la
enfermedad misma o por desordenes relacionados con la hemostasis
del individuo como es el caso de los grandes quemados.( 43 ).

Estos datos sugieren que al gomparar los valores de titulacién de
los P.M.N. de personas clinicamente sanas contra los de pacientes
considerados clinicamente patologicos, 1los valores de Km o de
Kmax de los diferentes sistemas enzimaticos de leucocitos con la
disfuncidn dérmica, deberidn de evidenciar algunas alteraciones
en los niveles y actividades de sus enzimas hidroliticas, entre
las que se encuentran las fosfatasas acida vy alcalina, la B -
galactosidasa, la B - glucoronidasa y una lipasa 4cida no
especifica.( 44, 45 ).

Para el caso especial de las enfermedades de Tuberculosis y Lepra
las actividades enzimaticas no repraesentaron una diferencia
estadi{stica significativa consistente relacionada con el uso de
medicamentos en dosis farmacologicamente altas. Otras actividades
enzimaticas analizadas y que tampoco indicaron deficiencias en
los fagocitos de pacientes lepromatosos, correspondieron a la
desoxirribonucleasa acida , la ribonucleasa acida y la mielo-
peroxidasa.( 41 ).

En tanto, que algunos estudios informan sobre la presencia de
factores disueltos en el suero de pacientes dermopatologicos que
inhiben o bloquean, la respuesta quimiotactica de los fagocitos o
de factores seéricos que bloquean la capacidad de adherencia de
los leucocitos P.M.N. yv de factores que interfieren con el
proceso fagocitico normal.( 42, 46 ).
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Asimismo, en el caso de las personas con tuberculosis se ha
descrito una situacign gimi}ar en ?ue los estfdéfs de guim‘otaxis
muestran la presencia de algunos factores solubles présentes en
el suéro de pacientes con tuberculosis pulmonar avanzada.

Obviamente estos pacientes, se encuentran bajo medicacion
prolongada y por ello se les ha detectado una disminucidn
significativa en la actividad quimiotactica de los monocitos vy
P. M. N..( 49 ).

En tanto que otros autores han encontrado, que la adherencia de
los P.M.N. y mononucleares se encuentra incrementada de un modo
no explicable en el caso de la tuberculosis pulmonar en un estado
activo y avanzado.( 48 ).

Asimismo existen diferentes estudios, que evaluan la capacidad
endocitica de los leucocitos P. M. N. y macrdfagos ( M. N.), de
pacientes con tuberculosis pulmonar avanzada. Aunque hay
investigadores que reportan un incremento o disminucion de
la capacidad endocitica en distintas fases del tratamiento
medicamentoso.( 49 ).

Otros han encontrado normal la capacidad endocitica de los P.M.N.
tanto de pacientes con tratamiento farmacolégico , como de
pacientes con la enfermedad bastante avanzada vy sin el
tratamiento de medicamentos.( 50, 51 ).

En cuanto a la capacidad para mostrar los cambios respiratorios
inducidos por fagocitosis(ensayo de NBT),los leucocitos P.M.N.de
los pacientes con tuberculosis pulmonar avanzada bajo tratamiento
no mostraron deficiencias metabdlicas intrinsecas con respecto a
esta actividad; incluso algunos autores refieren que encontraron
un aumento significativo desde el punto de vista estadistico.
( 44, 50, 51 ).

Sin embargo, si consideramos un resumen de la aportacién de los
diferentes autores nos encontramos con que la alteracidén mas
frecuente es la depresion de la actividad fagocitica en pacientes
con la enfermedad activa y con tratamiento de guimioterapia
cronica. Informes de estas evaluaciones adicionales incluyen la
capacidad opsonizante, que se ha encontrado disminuida en el
suéro de pacientes.( 52 ).

Otras evaluaciones, que no corresponden al proceso fagocitico
propiamente dicho, pero que son componentes intimos de este son:

1.- La cuantificacion de los niveles de complemento, que se han
observado como normales( 51, 52 ).

2.- La presencia de complejos inmunes solubles que en la
tuberculosis activa se han encontrado en niveles incrementados,
observandose que hay una disminucién de los niveles cuando 1la
enfermedad es inactiva.( 52 ). .



Las alteraciones en general, de las células con funcidn
fagocitica se encuentran influenciadas por una gran cantidad de
medicamentos. Esta idea se debe a que no se ha demostrado la
presencia de factores séricos, de origen epidemiologico,
simplemente porque no se han aislado y caracterizado. A esto se
debe, a que algunos autores han planteado la posibilidad
de que los defectos encontrados pudieran no  tener relacion
directa con la enfermedad a curar, sino con el medicamento.
{ 53 )

Algunos grupos han encontrado, que las drogas antituberculosas
deprimen la mayoria de las funciones inmunes celulares.
Otros 1investigadores han informado que las drogas con actividad
bioldgica antileprosa alteran 1la actividad lisosomal de las
ceélulas fagociticas.( S4, 55 ).

Existen asimismo informes en cuanto a la reversibilidad de las
alteraciones en el proceso fagocitico cuando los pacientes se
encuentran en diferentes fases del tratamiento. El1 Levamisol por
ejemplo; Que se ha estudiado in vitro y se ha visto que es un
estimulante de la fagocitosis en los pacientes con funcion
Granulocitica Subnormal incrementan su actividad in vivo e in
vitro, cuando estan bajo el efecto de Clofazimida(B 663,
Lampren) que es una droga tipica antimicobacteriana.( 56, 57 ).

En un estudio in vitro, la leucotaxis disminuida de los fagocitos
de pacientes con tuberculosis pulmonar mejoro hasta corregirse
en los pacientes con quimioterapia o cuando las células de los
pacientes fueron tratadas con Ascorbato de Sodio y Calcio,
Levamisol, Metoprolol y Propanolol.

Sin embargo, al inicio de la eépoca de 1960 se tuvo un auge de
medicamentos relacionados con la antibioterapia como Rifampicina
Estreptomicina que se unieron al arsenal médico, pero que no han
sido objeto de un estudio de screening de sus implicaciones
inmunoldgicas.( 53 ).
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JUSTIFICACIONES

Debido a que el numero de perscnas que sufren
quemaduras se ha ido incrementando en la mayoria de 1los paises
. industrializados vy en vias de desarrollo, por 1la acumulacidn
demogrdfica en las grandes Urbes vy por el incremento incontrolado
en la tasa de natalidad surge por tanto la necesidad de
investigar nuevos sistemas terapeuticos que no solo mejoren el
aspecto estético, sino que reduzcan el efecto del trauma en la
capacidad motora muchas veces irreversibles vy la lenta
recuperacidn del individuo a 1la wvida productiva, evitando asi
el desembolsc de las institucines gubernamentales de asistencia
medica piblica.

En los servicios medicos del Departamento del Distrito Federal,
en la capital de la Repiblica las lesiones por quemaduras ocupan
el 1lugar No.12. Ademas de que se tiene la estadistica de que el
porcentaje de invalidos registrados a causa de las quemaduras es
del 0.23% en nuestro pais. Si se considera que el censo
poblacional realizado en 1970 era de 48 millones de habitantes, vy
el ’de 1980 de cerca de 60 millones, 1la cifra de personas
invalidas o por lo menos disminuidas en su actividad motora para
la década de 1los 90's ( seglin algunos autores ) se tornaria
alarmante vy posiblemente declararia ineficaz al Estado para
darles una buena oportunidad ante la wvida.( 58 ).

Teniendo en cuenta gque el numero de personas que sufren este
trauma, solamente en los Estados Unidos de Norteamerica es una de
cada 10 personas que ingresan a un centro hospitalario y de estos
son entre 200,000 vy 300,000 1las que requieren de una
convalecencia prolongada, y el numero que de estas mueren es de
10,000 a 12,000 personas durante el afio de 1980, el interes por
la busqueda de nuevas terapias se hace necesaria.(datos de 1la
0.M.S5.) . Este nimero se cree que es mayor en los paises que no
tienen la infraestructura hospitalaria, por lo que la mayor parte
de 1la poblacion se ve en la necesidad de acudir a centros
de asistencia publica, en que sus terapias se basan en el
conocimiento de plantas curativas como es la corteza M.tenuiflora
que ha sido un punto de controversia entre la sociedad médica,
debido a que no se han presentado pruebas definitivas de su
potencial regenerativo epitelial y que existe el antecedente,
de los doctores Mc. Lure Lam y Romance durante el simposio
realizado en 1944 en la ciudad de Detroit en los Estados Unidos,
en que el acido tanico que esta presente en la corteza de
Mimosa tenuiflora es tdxico para el wuso humano pues provoca
una lesion hepatica que puede llevar al paciente a la muerte.
Esta histopatologia , se conoce con el nombre de necrosis
centrolobulillar.( 59 ).

La mencionada patoldgia se ha relacionado en la mayoria de

los casos reportados , con un cuadro complejo de antecedentes
que van desde el uso de medicamentos varios, (anticonceptivos
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por ejemplo ) ‘hasta la exposicion aguda a '"cielo abierto”
de lesiones quirurgicas ademas se ha encontrado que la lesion es
reversible y sin consecuencias posteriores en personas sanas.

Por otro lado, ningin grupo de investigacidn, hasta el momento,
ha presentado pruebas de la presencia del compuesto en la
corteza, dicho compuesto en caso de existir en la planta,
seria potencialmente inductor de un estimulo alergenico,
por lo que ademas de estimular una respuesta inmunitaria
por parte del organismo provocaria, asimismo, cambios
fisiopatoldgicos. Estos cambios se manifestarian a nivel de una
disminucidn en las cuentas blancas vy rojas,cambios de pH
y presencia de catabolitos en cantidades alteradas en orina como
son : presencia de cuerpos cetdnicos , proteinas, bilirrubinas
y hemoglobina.( 24, 25, 26 ).

En el México prehispanico se utilizaba ya la corteza de
tepescohuite para el tratamiento tdpico de quemaduras y es hasta
estos Ultimos tiempos, y debido a la gran publicidad del producto
que se ha extendido su uso, sin ningin tipo de control sanitario.
Sin embargo, pese a su viejo conocimiento, en la actualidad
es totalmente desconocido su mecanismo de accidn y por lo tanto
las alteraciones patolcdgicas que pudiera provocar.

Para atribuir a su qptudio , en este trabajo se evalué
la respuesta inmunologica depresiva indiferenciada o no
mediada por celulas productoras de anticuerpos de un modo somero.

En consecuencia los objetivos inmediatos especificos de 1la
investigacion son los siguentes:
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OBJETIVOS

OBJETIVOS PRELIMINARES

1) Estandarizacion de un método de cuantificacion del Indice
de Migracidn de células activadas fagoci{ticas, ( exclusivamente
macrofagos intraperitoneales) de ratas albinas Rattus norwengicus,
Cepa Wistar Lewis inoculadas por la via intraperitoneal (i.p.)
con una substancia control, en forma aguda en condiciones in vivo.

2) Determinacion de la viabilidad de los macrdfagos intraperito-
neales de la rata albina Rattus norwengicus despues de haber sido
inoculada con farmacos de prueba y control

OBJETIVOS GENERALES

1) Cuantificar el grado de toxicidad aguda de un extracto
activo de la corteza del Tepescohuite ( Mimosa tenuiflora )
admingdstrado por 1la via parenteral intraperitoneal a ratas
albinas ( Rattus norwengicus ) machos. Inoculada una sola vez.

La valorizacion se realizara por la obtencion de la Dosis Letal
media ( L.D.50 ) para 14 dias, segun el método propuesto por
Litchfield y Wilcoxon.

2) Comparacidn del porcentaje de migracidn de macréfagos
intraperitoneales, estimulados con el extracto de la corteza de
Mimosa tenuiflora con respecto a otros medicamentos,

3) Comparacion del indice fagocitico en células fagociticas -
humanas ( Neutrofilos ), en condiciones in wvitreo, en contacto con
el extracto de la corteza M. _tenuiflora y otros farmacos de uso
topico
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MATERTIA AL Y METODO

---------------------------------------- Uno . de los tépicos
primarios que es importante considerar en el uso de un nuevo
medicamento es la exploracidn de su potencialidad tdxica, para
ello vya existe una metodologia estandarizada propuesta por
Litchfield y Wilcoxon. Esta metodologfia varia de acuerdo ql modo
de uso del farmaco siendo este de uso agudo, subagudo o cronico.
Como nuestro objetivo es el uso agudo del medicamento, nos
avocaremos a la explicacidn de sus particularidades.( 60 ).

La Toxicidad aguda contempla la inoculacidn de una droga pura o
de un extracto crudo por una sola via, en una sola ocasidn, a
una concentracion unica . Se utiliza ‘para ello, organismos
de la misma especie como: ratones albinos (Mus pusculus), ratas
pintas o albinas (Rattus norwengicus), conejos ( Dryctolagus
cuniculug ) e incluso perros (Canis familiaris) y gatos (Felis
catusg, L.),selectivamente homogeneos.( 60, 61, 62, 63 ).

Dicha homogeneidad tiene por objeto delimitar las variaciones no
controladas inherentes al genotipo de cada organismo. Los
factores que se consideran como delimitadores de variabilidad son
los siguientes: sexo, Fdad, madurez sexual, tamafic y peso
corporal, estado fisiologico(estro, hibernacidn, ciclo suefio-
vigilia, etcetera), estado nutricional(anemia, niveles de glucosa
en sangre, grupos cetdnicos, pH, bilirrubina en orina ), v
finalmente, el estado animico.( 64 ).

Asimismo, durante el desarrollo experimental se mantienen a los
organismos bajo condiciones controladas ambientales de 1luz,
temperatura y humedad relativa , con acceso al agua y
alimento ad libitum.( 65, 66 ).

Por otro 1lado, se acepta en general, que un producto con
actividad neurofarmacoldgica aceptable tendra un efecto evidente
antes de las 72 horas de haberse inoculado, maxime si es
dosificado a concentraciones farmacoldgicas altas . De este
modo se obtiene una relacidn entre la concentracidn del fdrmaco y
el Indice de Mortandad( I. M. ) que provoca a un tiempo
determinado de su inoculacidn, a esta relacion se le denomina
Désis Letal( L. D. ).( 63 ).
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El modelo gr;fico

1000 y 3100 mg Kg ge ?gan ?méa?acfff?ntrfc1°3§Eloraggdn é

Indice de Morbilidad( I. Mo, ) e/¢ Indice de Mortandad( I. M. )
en un amplio range, y por lo tanto su graficacion.

Las curvas qgque se obtienen son de tipo Logistico por 1lo
general, donde los parametros que se grafican son los
siguientes: Para la variable independiente, son las
diferentes concentraciones del farmaco, en tanto que la variable
dependiente corresponde a los valores del I. Mo. o I. M. en
unidades porcentuales.

El graficado se realiza en papel milimétrico vy posteriormente
logaritmico, para discriminar mejor el segmento de la recta. Los
valores de L.D. se interpclan directamente del gréfico. o se hace
uso de una regresidn de recta por el método de minimos cuadrados,
de las coordenadas que describen mejor la recta por un
coeficiente de determinacion r*2 mas cercanoc a 1.0 ( 61, 67 ).

El modelo experimental.

---------------------- El experimento se realizo en un cuarto
cerrado y aislado( 10 x 7 m. X bajo condiciones
medicambientales controladas de luz blanca por medio de cuatro
lamparas de nedn de 40 watts , de 1.20 metros cada una.

Esta intensidad luminica correspondid a 38 candelas/pie*2,
la "cual se midid con un Fotometro(marca: Weston Instruments.,
U. S. A., modelo: 756). Se mantuvieron ciclos de luz-obscuridad
de 12/12 horas respectivamente, de acuerdo a lo propuesto por

Hafez, por medio de un reloj electronico. El encendido de 1la
luz se produjo a las 7:00 A. M. v el apagado a las 7:00 P. M.
respectivamente P Se controld ademas, la Temperatura

Ambiental, por medio del cierre o abertura del sistema de aire
acondicionado y de extraccidn de vapores, esta oscild en
23.00 (+/-) 1.00 oC (Desviacion Estandar ). En tanto que la
humedad relativa se midid con un ngrometro resultando en 45.00
( +/-)5.0%.( 56 , 61 ).

Por otro lado, para este ensayo se escogieron selectivamente 80
ratas de un lote de organismos adultos, todos ellos machos.
Consecuentemente se dividic al grupo en ocho lotes iguales, de
diez organismos cada uno, estos lotes correspondieron a las
concentraciones siguientes; 0, 100, 177, 316, 562, 1000, 1778, vy
3162mg/Kg de peso corporal para la via de inoculacion
intraperitoneal, se escogic esta via de inoculacidn por ser la
mas idonea para la siguiente fase experlmental ademas de que se
considera como una via mas toxica que la tdpica.

Las inoculaciones se realizaron a las 12:00 horas. los organismos

fueron observados cada 12:00 horas durante 14 dias en el estudio
de Toxicidad Aguda.

25



Los animales.

———————————— Se utilizaron ratas albinas(Rattus norwengicug) cepa
Wistar "~ Lewis machos maduros sexualmente , de quince semanas

de edad, en condiciones gonadales normales de intercelo, con un
peso promedio de 350.00 ( +/- ) 50.00 g. Los organismos fueron
comprados de Bioterios Mexico y reproducidos bajo condiciones
controladas, en el Bioterio General de 1la E. N. E. P.
Iztacala, de la Universidad Nacional Autdnoma de Mexico.

La corteza. s .

—————————— Fue obtenida de diferentes arboles de Tepescohuite, de
una edad promedio de 7-10 afios(comunicacidn ’personal de
agricultores) en el valle de Cintalapa, Chiapas, Mexico.

La corteza es extraida mediante cortes longitudinales a lo largo
del arbol, por medio de objetos punzocortantes.

La transportacion de la corteza se realizd en bolsas de pléstico
contenidas en cajas de carton, por via terrestre.

La Fraccion Activa. ,

—————————————————— Se realizo en el laboratorio de L. I. P.
R. O. N. A. . (Laboratorio de Investigaciones de Productos
Naturales) de la E. N. E. P. I.( Escuela Nacional de Estudios
Profesionales 1Iztacala ). La Fraccion Activa se obtuvo por
reflujo en un Rotavapor comercial en alcohol et{lico absoluto a
40 o C durante 40 minutos y posteriormente se llevo a sequedad a
temperatura ambiente. El tratamiento por tanto unicamente
elimina en forma parcial almiddn y celulosa.

Presentacidn farmaceutica. )
————————————————————————— En solucion acuosa, se presenta de un
color caoba con una densidad de 1.0972 g/ml.

Datos fisico-quimicos.

————————————————————— Se presenta como un polvo de color rojizo,
el cual es altamente soluble en agua destilada caliente ( hasta
en un 700.00 % ), pero insoluble en solventes no polares como
aceites minerales.

Eg fuertemente higroscdpico, sin que llegue a cambiar su estado
s6lido granuloso, no forma fases de solido-1iquido ( estado de
gel o sol ) en cantidades apreciables.

Presenta un pH de 5.0 en solucion acuosa del 15.00 al 20.00 % de
concentracidn

Su naturaleza quimica estructural es muy estable y sin cambios en
su potencial bioldgico cuando es esterilizado por autoclave o
calor humedo a 125 Grados Centigrados durante 25 minutos, o por
horno de microondas de U.V. o I.R., o simplemente con calor seco
por medio de una estufa eléctrica durante el mismo tiempo.( 67 ).
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2) EVALUACION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS INTRAPERITONEALES

El modelo grafico.

————————————————— La variable independiente, representa
los diferentes intervalo de tiempo a 0, 2, 4 y 8 horas de
inoculacién del farmaco a una concentracidn constante de 100
mg/Kg de peso corporal , en tanto que la variable dependiente
corresponde a los valores del Porcentaje de Migracion
de macrdfagos intraperitoneales.

Los fgrmacos utilizados en este ensayo fueron los siguientes;

1.- Soluciodn fisiologica isotdnica salina de Cloruro de Sodio
( NaCl ), a una concentracion del 0.85 %.( Becker )

2.- Plata metalica en aerosol( Argostop *, Biochemie S. A.).
3.- Nitrofurazona 0.2 g/100 g( Furacin *, Norwich Pharmacal ).
4 .- Acexamato de sodio Sg/100 g( Recoveron®*, Armstrong ).

5.- Extracto de corteza de Mimosa tenuiflora ( Tepescohuite ).
( P.I.P.R.O.N.A.T. )

6.- Corteza de M, tenuiflora.( Natural ).

7.- Corteza de Pinus moctezumae( Natural ).

Para todos los farmacos se utilizo el mismo criterio de
dilucidn, para el caso de los farmacos de uso comercial
( Argostop, Furacin ¥y Recoveron ) se tomaron en cuenta las
concengraciones de sus principios activos. El1 vehiculo de
dilucion fué agua desionizada.

Las observaciones se realizaron para cada medicamento a un tiempo
de inoculacidén de 2, 4 y 8 horas, en tanto que la concentracidn
inoculada en forma aguda fue de a 100 mg/1.00 Kg de peso corporal
para todos los casos, diluidos en 40 ml de agua desionizada
mientras que la esterilizacidén de los farmacos fué 1la referida
por Freeman.( 68 ).
1.- El1 proceso de extaccidén celular. ¢
——————————————————————————————— Se recupera 2.0 ml de liquido
inoculadeo, por puncién intraperitoneal, por lo que a cada
organismo se le recuperaron 6.0 ml en total; de los dos
mililitros recuperados uno se empleo para evaluar 1la
viabilidad mientras que el otro fué para la cuantificaciéon de
células emigrantes.
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2.- Viabilidad celular.

------------------ Como ensayo preliminar a este
objetivo ( Evaluacidn de la migracidn de macréfagos
intraperitoneales ), se determind en una primera instancia

la viabilidad de 1las células que emigraban a 1la cavidad
peritoneal, esto se hizo de la siguiente manera:

a) De un mililitro de liquido intraperitoneal, se centrifugdé en
un tubo siliconizado a 1200 revoluciones por minuto. (r.p.m ).

b) El paquete celular se resuspendidé en S ml. de azul de tripano
al 0.2% en PBS. ( Solucion Balanceada de Fosfatos ).

c) La suspencidn obtenida se incubd a 35 grados centigrados
durante 15 minutos.

d) Se procedid a hacer el conteo en una camara de Neubawer. Se
les considerd células vivas a las que presentaban refringencia al
‘observarseles en el microscopio ( 40 X )mientras que aquellas que

"no cumplian con esta norma conformaban a la poblacidn de
células no viables.

3.- Cuantificacicn de células emigrantes.

a) De un mililitro de liquido intraperitoneal se centrifugd en
tubos siliconizados a 1200 r.p.m. durante 3 minutos,
posteriormente se resuspendic el paquete celular con solucidn
Hanks.

b) La cuantificacién celular, se realizdé utilizando la pipeta de
Toma para la cuantificacién de glébulos blancos, usando como
diluyente el colorante vital de Turk(1i:10) y posteriormente se
cuantificd en la camara de Neubawer.

Modelo experimental.

------------------- Para el modelo experimental se usaron las
mismas condiciones que en la metodologia de Toxicidad Aguda va
descrita. Se wutilizaron 175 ratas de un 1lote de organismos
adultos machos, las cuales se dividieron en 7 lotes de 25
organismos cada uno, que correspondieron a los organismos
control y de prueba respectivamente.

Polvo de la corteza de M, tenuiflora.

———————————————————————————————— --- Una vez en el laboratorio, se
procedid a cortar la corteza en segmentos pequefios de 5 X 5 cm*2
aproximadamente, los cuales se molieron en seco en una
licuadora ( marca: Licuadoras Industriales), de tres velocidades,
con base de metal de acero inoxidable, con capacidad de 10
litros. Se molid a una velocidad progresiva de 15 minutos por
velocidad, para 500 gramos de corteza. El1 polvo obtenido se
tamizd en una cernidora eléctrica de fabicacién casera, con
un tamiz de malla de Nylon ( marca: Mont-Inox) del numero 150.
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El polvo obtenido se esterilizd por el metodo convencional
Bcrito r Freeman it

Se oLt POs FIgenals EPgPLsa0R 5ErEqaY c8h mesT3C g Er 450TeVey

dejandelos en el autoclave(marca: HESA, modelo:300 ) a 1.5 atm

y/0 120 grados centigrados durante 20 miunutos.( 60 ).
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3) CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSIS EN NEUTROFILOS POLIMONUCLEARES

( P. M. N. ) HUMANOS.

Modelo grafico.

—————————————— La variable independiente representa el numero de
levaduras fagocitadas por los neutrofilos, en tanto que la
variable dependiente corresponde a los promedios del total de
neutrofilos que fagocitaron cierta cantidad de levaduras.

La poblacion total fue de 1000 neutrofilos por campo Sptico de
la preparacidn o muestra.

Modelo experimental. :
——————————————————— Las condiciones de experimentacidén fueron las
mismas que en los metodos anteriores.

Los humanos para los bioensayos de células P.M.N. circulantes.
utilizaron solamente hombres clinicamente sanos y maduros

sexualmente, de 20 a 25 afios con un peso promedio de 60.0 +/-5.0
Kg ( Desviacidn Estandart ).

SOLUCIONES UTILIZADAS.

1.- Solucidn Salina Isotdnica.
————————————————————————— cloruro de sodio al 0.85 %.

————————————————————————————————————————— Se disolvid 0.89 g
de B. S. S.en agua bidestilada y antes de aforar a 100.00 ml de
solucibén se ajustd el pH a un color canela adicionando
poco a poco bicarbonato de sodio solido. Si no se usa

inmediatamente la solucién, se esteriliza por filtracidén en
membrana Millipore de 0.45 um y mantiene en refrigeracién.

3.- Liquido Turk.

———————————— Se disolvid 1.00 g de cristal violeta en acido
acético, al 1.00 % en agua bidestilada y antes de usar este
colorante se diluyb 1:10.00 con agua destilada.

4.- Solucidén de Nitroazul de Tetrazolio( N. B. T.).

———————————————————————————————————————————————— Se disolviod
0.10 g de N. B. T.( Tipo III, Sigma ), en 70.00 +/- 10.00 ml. de
agua bidestilada, despues adicionar disolviendo 0.85 g. de
cloruro de sodio y aforar a un volumen de 100.00 ml. Esterilizar
por filtracidn en membrana de Millipore de 0.45 um y almacenar en
refrigeracidn.

5.~ Safranina al 0.50 %.

————————————————————— Pesar 0.5 g de Safranina(Sigma), vy
disolverla en 100.00 ml de agua destilada.
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Lavado de cubreobjetos.

______________________ n, desengrasados con Acide sulfirico
lavados con agua bidest?fada. g Y

1) Resuspender en 250.00 ml de solucidn salina 20.00 g. de
levaduras de pan (Sacharomyces panis), dejar sedimentar las
partes gruesas para colectar el sobrenadante rico en
levaduras finas.

2) Centrifugar el sobrenadante a 1900 r.p.m./10 minutos y lavar
el sedimento 3 veces con solucidén salina bajo las mismas
condiciones de centrifugacidn.

3) Resuspender el botén de levaduras resultante en 100 ml de
solucién salina y esterilizar esta suspensidn a 15 1lb/15
minutos o 121 grados centigrados/15 minutos.

Almacenar la suspensidn en refrigeracidn, en alicuotas de 2.0 ml.

2.- Opsonizacion de levaduras.

1) Tomar en condiciones de esterilidad 0.25 ml de la suspensidn
de levaduras vy centrifugarla a 800 r.p.m./ 3 minutos, lavar
el botén resultante 3 veces con 0.5 ml de B. S. 5.
centrifugando cada vez a 800 r.p.m.

2) Resuspender el botdn resultante en 1.0 ml de suero humano
fresco e incubar a 37.0 grados centigrados, durante 30 minutos
en un bafio Maria, centrifugar a 800 r.p.m. para desechar el
suero y finalmente resuspender en B.S.S5. para formar una
spensidn de 100 X 10 “6 levaduras/ml.

3.- Obtencién de leucocitos P.M.N. de sangre desfibrinada.

1) Obtener 16.0 ml de sangre venosa depositar la muestra en un
tubo de rosca de 20 X 180 mm conteniendo de 10 a 12 perlas
de vidrio esterilizadas por calor.

2) Agitar el tubo suavemente evitando la formacidén de espuma
hasta una completa desfibrinacidn.

3) Depositar 1.0 ml de sangre desfibrinada sobre la superficie
de 3 - 4 cubreobjetos y mantenerlos durante 30 minutos
a 37 Grados Centigrados, en un ambiente humedo vy en atmosfera
parcial de anhfdrido carbdnico( 95.00 % de CO2).
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4) Tomar los cubreobjetos por uno de sus bordes con una pinza
de extremos planos y con la ayuda de una pipeta Pasteur
y solucidén de B. S. 5. eliminar las células no adheridas al
vidrio y los eritrocitos.

5) Introducir inmediatamente los cubreobjetos con P. M. N. a
las cajas de Petri de 10 X 33 mm, conteniendo las drogas a
probar en 2.0 ml de B. S. S.. :

Cada droga se estudid con la sangre de 6 individuos,y en cada
ensayo se probaron las concentraciones de: 20, 40 vy 60 wug.
Se seleccionaron estas concentraciones pues la bibliografia
menciona que estas son las concentraciones endégenas de los
farmacos en un tiempo agudo por lo general.

Para las drogas de nitrofurazona, sales de plata vy extracto
activo del tepescohuite se utilizé como disolvente agua
bidestilada . Sin embargo, para el caso del acexamato de sodio
{ Recoveron ) se usS dimetil formamida ( D. M. F. ) va que es
insoluble en agua. Cabe sefialar que este (ltimo disolvente no
afecta la viabilidad celular a una concentracidén de 60
microgramos/60 microlitros de D. M. F./1.0 ml. de cultivo.( 50 ).

Las drogas a utilizar ya preparadas fueron esterilizadas en
autoclave de modo convencional.

Cuantificacidn del Indice Fagocitico.
———————————————————————————————————— Para evaluar el efecto de
los farmacos en el proceso fagocitico( capacidad endocitica vy
reduccién del N. B. T.), se incubaron los leucocitos P. M. N.
obtenidos de sangre defibrinada con 1los diferentes farmacos
durante 60 min. a 37.00 oC y una atmdsfera rica en bidxido de
carbono( CO 2).

1) Despues de la incubacidén se retiréd el sobrenadante vy se
adicionaron 2.0 ml. de B. 8. S. 0.5 ml. de N. B. T. al 0.10 %
¥y 10 X 10 “6 levaduras opsonizadas.

2) Se incubaron los cultivos celulares por 30 min.bajo las mismas
condiciones anteriores.

3) Se eliminaron por lavados todas las levaduras no ingeridas.

4) Las preparaciones se tifieron con 1la solucidn de Safranina
al 0.5 % durante 10 min.

5) Las preparaciones se pegaron con resina sintética y se
observaron los fendmenos de ingestidny reduccién de N. B. T..
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Evaluacidén de Actividad Endocitica.

A) Para evaluar los porcentajes de endecitecie y reduccidn del
N.B.T. el tamafio de la poblacion de celulas consideradas fue
ajustado a 1000 células por campo.

El porcentaje de endocitosis se evalud, observando al microscopio
éptico de luz con un aumento de 40 X el numero de células que
fagocitan levaduras, asi como las que no fagocitann, sin importar
el nimero de levaduras ingeridas.

B) Otra evaluacidn a realizar sera el porcentaje parcial de
endocitosis, observando al microscopio optico de luz con un
aumento de 40 X el numero de células que ingieren levaduras y de
estas se determinara el porcentaje de células que endocitaron
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o mas levaduras.

El porcentaje de reduccidn del N. B. T. se evalud, considerando
unicamente el ndmero de cé&lulas que ingieren levaduras y en base
a este se determiné el porcentaje de células conteniendo cuando
menos 1 levadura de color azul; Sin que importe la intensidad de
la coloracién. El1 N. B. T. actua como indicador ya que en su
forma reducida €s un compuesto insoluble de color azul
ditroformazan.
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RESULTADOS

e
A

1) EVALUACION DEL GRADO DE TOXICIDAD AGUDA.

El Modelo Matematico.

———————————————————— La regresion y ajuste de los datos se
realizéd por medio del programa "Linear Regresion™(STI-08) de
Texas Instruments para la calculadora programable lectora de
tarjetas magneticas SR-52.

Los datos obtenidos se analizaron por el método de Litchfield vy
Wilcoxon (60), usando el método de inferencia estadistica de
estandarizacidén para productos farmacoldgicos Probit descrito por
Finney.( 67 ).

Los valores de LD 50 obtenidos fueron de 400 mg/Kg para las
ratas machos, teniendo un intervalo de confianza de 347 a 460
mg/Kg, para un nivel de significancia ( alfa ) de 0.05. Siendo
estadisticamente significativa 1la diferencia encontrada entre
las ratas control inoculadas solamente con agua desionizada y a
las que se les dosificéd el extracto de la corteza de Mimosa
tenuiflora. Los datos del analisis de Probit se resumen en la
Figura No. 2, en esta se observa una grafica de tipo logistico.

La barra horizontal representa el intervalo de confianza para el
valor de L. D. 50 promedio anteriormente descrito.
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TABLA No.2

TOXICIDAD AGUDA

Via intraperitoneal.

Los resultados discretos del Indice de mortandad(I. M.) fueron
los siguientes:

CONCENTRACION INDICE DE MORTANDAD
DE MACHOS ( % )

PRINCIPIO ACTIVO

mg/Kg de organismo

0 0
100 S
125 10
177 10
250 20
316 30
500 55
562 70
750 100

1000 100
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FIGURA No. 2

TOXICIDAD AGUDA

VIA INTRAPERITONEAL (I.P.).

Indice de Mortandad
(I.M. %)

100I-
I
90 I-
I
80 I-
I z
70 I- :
I
60 I-
I
S0 I- L K—wimma I INTERVALO DE CONFIANZA
I
40 I-
T z
30 I-
I
20 I- ¥
I X
10 I- ¥

Coordenadas de I. M.
L.D. 50

I I I I I I
0 100 177 316 562 1000
(mg/Kg) .

Figura No. 2., Las curvas log{sticas indican el porcentaje de
organismos muertos a las distintas concentraciones de principio
activo inoculado por via intraperitoneal. Cada concentracidn
correspondié a 10 organismos.

El valor de L.D. 50 se representd con la letra "X" y
correspondio a 400 mg/Kg. con un intervalo de confianza de
347.00 a 460.00 mg/Kg.

El tiempo total de muestreo fué de 46 horas, correspondiente al
cuarto dia
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TABLA No. 3

RATAS ALBINAS WISTAR LEWIS
VIA INTRAPERITONEAL

MACHOS
DOSE ALIVE/ OBSERVED EXPECTED OBSERVED C2(nomograph # 1)
mg/Kg TESTED % ALIVE ALIVE MINUS Contribution to
EXPECTED L™ 25
250 4/20 20 11.0 9.0 ) 0.0800
316 6/20 30 27.0 3.0 0.0045
500 11/20 55 70.0 150 0.1050
562 14/20 70 80.0 10.0 0.0600
750 20/20 100 95.0 3.4 0.0240
* 98.4
Total animals= 100 TOTAL= 0.2735
Number of Doses, K= 5 X*2= 0.2735 X 20= 5.47

X2 from table 2= 7.82
Animal/Dose= 100/5= 20

L.D. 84 mg/Kg= 600
L.D. 50 mg/Kg= 400
L.D. 16 mg/Kg= 270
N@= 3 x 20= 60

. FED 50=

Degrees of Freedom, n= K-2= 3

5.47

is

less than 7.82, there-

fore the data are not signifi--
cantly heterogeneous.

LD 84/LD 50 + LD 50/ LD 16

S= 1.4907

(1.4907)"0.3576= 1.1500

(5)2.77/SQR[N @)= 2.77/SQR[60]= 0.3576
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L.D. 50 x FED 50= 400 x 1.15= 460.0000
L.D. 50 / FED 50= 400 / 1.15= 347.8260

L.D. 50 and 19 / 20 confidence limits:

i
i [[[400(347-460) mg/Kg de organismo por via I.P.]111]
i
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2.-EVALUACION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS INTRAPERITONEALES

Las figura No.3 representa los valores va graficados de la
migracién de células peritoneales de la rata albina, a diferentes
tiempos ( 2,4 v 8 hrs ) despues de habérseles invectado 1i.p.
los diferentes farmacos de prueba, mientras que la tabla No. 2 ¢
muestra 1la viabilidad celular en cada uno de 1los tiempos de
muestreo

3.- CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSISI EN NEUTROFILOS

POLIMORFONUCLEARES ( P.M.N. ) HUMANOS

Figuras 6-7 . La actividad de los diversos farmacos a diferentes
concentraciones, ( 20, 40 y 60 mg ) sobre el proceso fagocitico
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TABLA No. 4

Vizilidad celular ern porcetzis

an porcentale de las cflulas viables aobtznidos
FEarmacos ern difsrentes tiempo:s. | ver Materizl v

# En la tabla no sear
Furscin. pLss Todss 1z
dos horas, Noo oze cuan
MU To Por fo Ser yE de

de  wvisbilidad pars =1
M IEror 2rmtes e E

macrdfagos de urn OFEERLEIMO
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ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

1) EVALUACION DEL DEL GRADO DE TOXICIDAD

Los resultados de 1la prueba de dosis letal ( L D 50 )
denuestran que la inoculacidén aguda del extracto activo de
tepescohuite se encuentra en un rango de baja toxicidad.Seria
necesario concentraciones de 24.0 g por la via intraperitoneal
a un humano de 60.0 Kg y una latencia de 14 dias para tener una
probabilidad del 50 % para gque ocurra su deceso, si se concideren
las mismas condiciones metabdlicas entre el animal experimentado
y un humano normal.

2) EVALUACION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS INTRAPERITONEALES

Los ensayos previos a este objetivo mostraron que la tecnica
original fue aceptable, vya que se acopla a las necesidades de
este objetivo, asi tambien como un método sencillo que cumple los
condicionamientos de material y epacio del laboratorio en el que
se realizd el experimento.

En consecuencia se llegan a las siguientes conclusiones:

a) Al utilizar 1los principios activos de los diversos farmacos
estos estimulan la migracién de macréfagos al peritoneo

b) En estas mismas condiciones, 1la viabilidad celular no es
afectada estadisticamente ( prueba "t" student ) para ningun
tratamiento en los diferentes tiempos a 1los cuales se hicieron
las mediciones. ( tabla No.4 )

Una vez establecidos estos criterios se procede al ANALISIS DE
RESULTADOS.

En 1la figura No. 3 se observan poblaciones con diferencias
estadisticamente significativas en los tiempos 2,4 y 8 hrs.,
estas poblaciones son las siguientes ; 2 poblaciones en 2 hrs.,3
en 4 hrs. y en las 8 hre con 2 poblaciones.

En el tiempo 2 hrs. se estiman dos poblaciones de datos;
corrrespondiendo la primera poblacién a casi todos los
farmacos exprimentados excepto el extracto activo del
Tepescohuite que es el que conforma a la segunda poblacidén y el
Furacin en el cual el 100 % de los organismos murieron antes de
dos hrs. de habérseles inoculado. La densidad promedio de
células para la primera poblacion es aproximadamente 1.500.000
cel/ml. mientras que para la segunda poblacidn es de 3.662.500
cel./ml..
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Por 1lo tanto el mejor tiempo para determinar cuantitativa y
cualitativamente la migracién de macréfagos estimulados por los
principios activos de los farmacoe estudiados es 8 hrs. después
de la inoculacidn.

EL Argostop estimula la migracidén de macrdfagos en la
misma intensidad que la solucidn fisioldgica; 1la solucidn
fisioldgica por ser una sustancia inherte ( NaCl al 0.85 %2 solo
permite el equilibrio osmético celular ) en comparacidn con los
demas farmacos y por lo tanto su capacidad irritante a la cavidad
peritoneal es casi nula, 1la estimulacidn en este caso es mas
mecanica ( puncion y manejo del animal ) que en la solucifn en
si.

El extracto activo del Tepescohuite (_M, tenuiflora ) estimula la
migracién de los macrdfagos en la misma proporcidén que los
farmacos; Recoveron, corteza de pino y corteza de tepescohuite en
un tiempo de 8 hrs. despues de la inoculacidn a una concentracidn
de 100 mg/Kg de peso corporal del animal via intraperitoneal.

El farmaco Furacin ( Nitrofurazona ) a esta misma concentracidn y
condiciones es téxico para los organismos en comparacidn
de los demas farmacos, ya que aquellos mueren en un 100 % antes
de las 2 hrs. después de la inoculacidn.

Ela Argostop no tiene actividad sobre la estimulacién de los
macrofagos peritoneales, pues la densidad de c€lulas en cada
tiempo es igual al de la solucidn fisioldgica y en comparacion
con los demas farmacos de prueba.
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3) CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSIS EN NEUTROFILOS

POLIMORFONUCLEARES( P. M. N. ) HUMANOS.

Al analizar el poligono de frecuencias ( prueba de " F " con un
valor de significancia de 0.05 ) realizado para el control
demostrd ser una curva de distribucidn normal con sus valores
medios (5 levaduras endocitadas por 155 neutrofilos ) cargada una
unidad de levadura hacia la izquierda.( 68 ).

Los datos obtenidos de la tasa endocitica por otro lado, son
confiables va que el nlUmero de neutrofilos estimulados se
asemeja al reportado por otros autores.( 50 ).

FURACIN
El analisis de sus curvas se realizd por separado debido a que
se ensayaron 3 concentraciones que fueron 20, 40 y 60 ug
respectivamente.

Se encontrd que el nimero de neutrofilos activados se incrementd
para todas las dosis encontrandose una diferencia significativa
para la prueba de "t" Student ( alfa= 0.05 ), pero unicamente en
los casos que endocitaron mas de 7 levaduras ( para las
concentraciones de 20 y 40 ug ) v mas de 8 levaduras para la
concentraciones de 60 ug.

Los picos maximos de endocitosis correspondieron a: 210
neutrofilos activados ( N.A ) con 8 levaduras, 195 neutrofilos
N.A / 8 levaduras y 170 N.A./9 levaduras para las concentraciones
de 20, 40 y 60 ug respectivamente.

Esto demuestra que el aumento de la concentracion enddgena de
farmaco estimula un incremento en el nimero de levaduras
enedocitadas, pero en cambio deprime el nimero de neutrofilos
activados. Sin embargo, para ninguna de estas concentraciones se
encuentra una inmunodepresidn del potencial endocitico. En
general las poblaciones fueron semejantes en sus concentraciones
de 20 y 40 ug vy diferentes con respecto a 60 ug.

ARGOSTOP
Se presento un incremento similar tanto en la tasa endocitica
como en el nimero de neutrofilos activados siendo las crestas
obtenidas las siguientes: 205 N. A. / 5 levaduras, 210 N. A. / 6
levaduras vy 170 N.A./ 5 levaduras, para las concentraciones de
20, 40 y 60 ug respectivamente.

Sin embargo, para la endocitosis de mas de 7 levaduras
unicamente la concentracion de 60 microgramos fue
estadisticamente significativa en diferencia para los valores de
8 y 9 levaduras endocitadas.
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Lo gque nos evidencia que los puntos maximos obtenidos aunque
incrementan a la sensibilidad endocitica no son consistentes mas
que para un solo punto, por lo que esta diferencia es mas
relacionada al azar o error experimental.

RECOVERON
Al analizar las curvas dosis de N.A./endocitosis estos
presentaron que la activacidn maxima se encuentra en 185 N.A./ &
levaduras, 200 N.A./ 7 levaduras y 180 N.A. / 8 levaduras para
las concentraciones de 20, 40 y 60 ug respectivamente.

Sin embargo, el numero de neutrofilos activados disminuyd con
un nidmero mayor de levaduras endocitadas para todos los casos.
Ademas no existid una diferencia significativa estadistica entre
20 y 40 ug para mas de 8 levaduras endocitadas y si existio
para 8 y 9 con respecto a las concentraciocnes de 60 microgramos
en que se presentd un incremento en el nimero de N.A. de cerca
del 50.0 %

1.- FRACCION ACTIVA DE Mimosa tenuiflora( TEPESCOHUITE ).

El andlisis de los puntos obtenidos para la estimulacién con el
extracto de 1la corteza, evidencio la presencia de una maxima
estimulacidén, tanto en nimero de neutrofilos activados, como en
numero de levaduras endocitadas desde 6 hasta 12, con respecto al
control. Asi mismo los promedios de activacion de neutrofilos
correspondieron a 210 N.A./ 6 levaduras, 200 N.A./ 7 levaduras y
190 N.A./ 6 levaduras para las mismas concemtraciones

En conclusién al comparar las diferentes tasas endociticas con
respecto a la activacidn de los neutrofilos se observa:

a) Que los diferentes farmacos ensayados no inducen la
inmunodepresion, muy al contrario, estimulan a los neutrofilos
para que se activen y endociten un mayor numero de levaduras con
respecto a los controles.

b) E1 Argostop ( Sales de plata ) se presenta como el medica-
mento de menor potencial activante.

¢) El1 Furacin (nitrofurazona),la corteza del Tepesocuhuite(
extracto activo ) v el Recoveron ( acexamato de sodio )
fueron los medicamentos que presentaron de mayor a menor
potencial activador.

d) En todos los medicamentos se presento una fuerte tendencia

inmunodepresora para la endocitosis de menor de 5 levaduras
(estos valores caen en la media del control ).
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e) Del analisis de Distribucion Normal,Distribucidn Binomial y de
POl e on snenlS2RE 12275V TBIES F87SReA00 TE  R2TR R AR 18
deprimen a valores nenores. Por lo a que al Bumar y CGOmMParar lae
areas bajo 1la curva de sus respectivas concentraciones, . se
encuentra que en todos los casos se llega a los limites de
Distribucién Normal de la muestra control. Es decir el que mas
deprime neutrofilos a valores menores a la media induce una
mayor activacion a valores mayores de la media.( 69 ).

f) Estos medicamentos no ejercen ningun tipo importante de
accién inmunodepresora tanto en activacidn de neutrofilos como
en endocitosis de levaduras.

g) Asi mismo al comparar los puntos maximos de activacidn de cada
medicamento con respecto a las concentraciones, se observd que
todos activan el nimero de neutrofilos, pero no el aumento en el
numero de levaduras endocitadas salvo el Furacin.

Una representacidn esquematica de esto se resume en la siguiente
tabla.

TABLA No.5

FARMACOS ( Neutrofilos Activados( N. A. )/levaduras.

EXTRACTO ACT.
[1] en ug TEPESCOHUITE FURACIN ARGOSTOP RECOVERON CONTROL

20 210/6 210/8 205/5 . 185/6 155/5
40 200/7 195/8 210/6 200/7 190/6
60 190/6 170/9 170/S 180/8 115/7
X 200/6,33 191.66/8.33 195/5.33 188.33/7 105/8
Sn-1 10/0.5733 20.20/0.577 21.7/0.57 10.40/1 30/9
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APENDTICE

EVALUACION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS INTRAPERITONEALES

Las tablas 6-11

muestran la Media y Desviacién Estandar de los

datos obtenidos a partir de seis muestreos de células fagociticas
que emigraron a la cavidad peritoneal,

farmacos vy

cuantificadas

a diferentes tiempos

inoculacidn via intraperitoneal.

TABLA No. 6

estimuladas con

diversos
despues de la

Solucidn Fisioldgica(NaCl al 0.85%)

MACROFAGOS
ESTANDAR MUESTRAL

MACROFAGOS
ESTANDAR MUESTRAL

MACROFAGOS
ESTANDAR MUESTRAL

Argostop ( Sales de Plata )

MACROFAGOS
ESTANDAR MUESTRAL

MACROFAGOS
ESTANDAR MUESTRAL

MACROFAGOS

2 HORAS i 1787500 CELULAS DE
+/=- 217466.47 DESVIACION

4 HORAS i 1957500 CELULAS DE
+/- 535622.69 DESVIACION

8 HORAS i 6212500 CELULAS DE
+/=- 473242.36 DESVIACION

TABLA No.7

Fidrmaco administrado:

2 HORAS X 1675750 CELULAS DE
+/- 331389.37 DESVIACION

4 HORAS X 2377500 CELULAS DE
+/- 415260.96 DESVIACION

8 HORAS X 5638250 CELULAS DE
+/- 499685.48 DESVIACION

ESTANDAR MUESTRAL
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TABLA No. 8

Farmaco administrado:

Recoveron ( Acexamato de Sodio )

2 HORAS X 1075000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 155456.31 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
4 HORAS X 2287500 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 436606.22 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
8 HORAS X 15267500 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 1251222.73 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
TABLA No. g

2 HORAS X 3662500 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 485412.19 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
4 HORAS X 5495000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 665407.14 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
8 HORAS X 13225000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/=- 340342.94 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL

2 HORAS X 1775000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 210158.67 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
4 HORAS X 5730000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 557314.99 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
8 HORAS X 12521250 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 1593347 .21 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL



TABLA No 11
Corteza de Pino ( P.moctezumae )
Farmaco administrado: e

0 =
2 HORAS X 1562250 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 418808.13 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
4 HORAS X 9230500 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 651378.79 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL
8 HORAS X 13225000 CELULAS DE MACROFAGOS

+/- 1029024.61 DESVIACION ESTANDAR MUESTRAL

LA CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSIS EN NEUTROFILOS

Las Tablas 12-14 . Representan los valores estad{sticos de una
poblacion de 6 individuos sanos, que se les muestreo el
feq5meno fagocitico en Neutrofilos ( P.M.N. ) de sangre
periferica en presencia de diversos farmacos a diferntes
concentraciones _in _vitro.

Los valores que acontinuacidn se muestran son los valores de la
Media y Desviacidon Estdandard Muestral.
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TABLA No. 12

i .20 vg 1

NG . de :

lev/fag. Control Argostop Furacin  Recoveron P.A.de Tepes

1 X 45.166 25.333 6.880 17.500 10.666
S+/- 26.309 11.570 1.249 18.844 13.002

Z X 77.000 29.166 26.100 30.500 33.333
S+/- 52.873 15.625 9.261 16.269 17.431

3 X 114.166 83.000 37.500 53.200 48.633
S+/- 34.429 40.373 21.851 22.265 19.508

4 X 148.500 124.166 72.666 113.666 62.000
S+/- 44.332 45.988 25.057 42.325 32.966

s X 158.166 206.660 81.166 163.000 135.333
S+/- 54.386 31.181 24.927 32.619 52.423

6 X 141.500 167.506 96.833 186.166 207.166
S+/- 46.935 55.294 31.390 29.761 30.649

7 X 144.665 116.833 198.666 166.330 166.666
S+/- 22.268 52.235 60.503 36.554 51.043

8 X 107.500 72.166 - 209.166 115.166 136.666
S+/- 38.919 17.359 48.622 34.913 36.805

9 X 32.500  49.000 138.166  76.166 83.633
S+/- 34.984 13.549 35.050 39.122 31.390

10 X 29.333 58.666 65.333 25.633 65.000
S+/- 35.545 36.919 32.806 19.559 31.868

11 X 80.000 42.666 50.666 25.666 24.632
S+/- 26.343 37.446 35.769 22.527 23.970

12 X 33.330 22.833 16.666 16.633 20.333
S+/- 21.602 40.597 19.815 16.309 31.557
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TABLA No. 13

———————————— [ 40 ug ]
No.de }
lev/fag. Control. Argostop Furacin Recoveron P.A.de Tepes
1 X 45.166 18.166 17.166 15.000 13.633
S+/- 26.309 15.523 19.083 20.736 15.288
z X 77.000 45.633 26.666 27.333 22.000
S+/- 52.873 16.733 13.422 16.705 19.390
3 i 114.166 76.333 30.666 50.000 39.633
S+ /- 34.429 28.288 17.580 18.514 24.202
4 X 148.500 106.833 67.666 80.633 66.500
S+/- 44,332 19.301 18.554 19.198 29.364
5 i 158.166 186.833 122.000 140.833 136.000
S+/- 54.386 21.747 29.660 54.127 36.425
(<] i 141.500 210.166 112.500 153.8332 176.666
S+/- 46.935 15.904 15.083 42.757 39.332
7 X 114.665 129.333 137.335 199.000 199.166
S+/- 22.268 36.214 22.641 21.679 28.230
8 X 107.500 99.633 196.633 133.333 156.833
S+/- 38.919 25.786 14.009 41.793 52.651
9 i 32.500 76.500 160.833 72.633 83.333
S+/- 34.984 30.336 14.009 20.173 33.212
10 X 29.333 29.500 76.686 68.166 57.633
S+/- 35.545 25.563 31.466 30.889 23.068
11 X 80.000 17.500 47.333 39.166 41.333
S+/- 26.343 19.937 28.133 42.001 33.025
12 X 33.333 5.000 31.500 19.500 18.333
S5+/- 21.602 12.247 23.682 31.072 22.141
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TABLA No. 14

mmmmmmmeeee .80 ug 1 .
No.de
lev/fag. Control Argostop Furacin Recoveron P.A.de Tepes
1 X 45.166 13.333 10.000 14.500 8,333
S+/- 26.309 12.110 20.000 12.613 11.690
2 X 77.000 33.500 18.333 23.000 25.166
S+/- 52.873 11.895 17.351 18.110 16.203
3 X 114.166 46,666 24.666 37.606 41.166
S+/- 34.429 19.500 10.538 21.304 16.892
4 X 148.500 91.333 31.000 60.633 58.333
S+/- 44,332 27.594 61.967 34.676 26.867
5 X 158.166 173.000 50.633 109.833 122.500
S+ /- 54 .386 71.054 10.684 24 .644 65.163
6 X 141.500 141.833 81.166 156.000 140.666
S+/- 46.935 34.184 14.105 55.483 23.947
7 X 114.665 129.666 117.000 167 .666 175.333
S+/~- 22.268 60.717 24.641 42.093 37.558
8 X 107.500 133.666 142.500 180,333 126.833
S+ /- 38.919 54.057 37.845 75.901 27.556
9 X 32.500 96.166 154.166 102.666 89.666
S+/- 34.984 52.837 97.039 - 33.607 32.903
10 X 29.333 76.633 173.300 71.500 78.333
S+/- 35.542 44.183 27 .449 26.726 25.788
11 X 80.000 40.500 115.006 48.333 59.666
S+/- 26.343 29.951 28.809 41.014 31.966
12 X 33.333 23.500 81.633 25.666 20.333
S+/- 21.602 40.712 22.435 37.702 29.412
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