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IV. RESUMEN

Existen dentro de la inmunologia dos 4reas de suma importancia cuando se estd

hablando de efectos sobre el Sistema Inmune que desarrollan algunos productos farmacéuticos

y quimnicos ambientales, se trata de la inmunofarmacologia e Inmunotoxicologia. 1a rama que
se encarga del estudio de los mecanismos por los cuales es posible la manipulacién de la
respuesta inmune de un individuo en el beneficio de éste para el tratamiento de enfermedades
es llamada inmunofarmacologia; la inmunctoxicologia es definida como el estudio de los
efectos daiiinos de diversas sustancias sobre el Sistema Inmune.

La finalidad de esta trabajo es la de encontrar a) el efecto inmuncestimulante del
Quitosan, ya que por sus caracteristicas moleculares y algunos estudios ya realizades este
compuesto tiene un comportamiento inmunoestimulante, ¥ b) el efecto nocivo o téxico de un
agente antagonista del calcio andlogo de Ia nifedipina como es la fescdipina .

El efecto que pudiera encontrarse de los compuestos antes mencionados se ha evaluado
haciendo la comparacién del efecto desarrollado por el BCG que es un inmunoestimulante bien
definido {control positive) y el del agua libre de pirégenos {control negativo).

El Quitosan trabajado fue extraido del exoesqueleto del camarén y la Fescdipina es
producto de 1a sintesis de Hanszch y que se encuentra en proceso de patente.

Para evaluar los efectos producidos en el Sistema Inmune se realizaron las siguientes
pruebas: 1. Hematolégicas {(cuentz blanca, roja y diferencial), 2. Inmunolégicas (cuantificacién
de anticuerpos totales por el método de DOT-ELISA , y Actividad fagocitica por el método de
eliminacién de carbén coloidal) y 3. Peso de 6rganos (timo, bazo e higado.)

Los resultados muestran que a nivel hematoldgico el efecto del quitosan y la fescdipina
no varia con respecte a los controles; con respecto a los resultados obtenidos a nivel
inmunolégico se observa que existe unz pequefia elevacién del efecto del quitosan con respecto
al BCG y la fescdipina tiene un comportamiento similar al Agua libre de pirdgenos. La
comparacién de los resultados del peso de organos no se observé diferencia significativa
comparada con los controles. ’

Por medio de los resultados pudimos concluir que el quitosan es un buen candidato
para ser un inmunoestimulante y la fescdipina no tiene efectos nocivos sobre el sistema
inmune; pero es importante y necesario que para asegurar estos hechos se realicen otras
pruebas complementarias y confirmatorias como son la medicién de la actividad de los

macréfagos, la formacidn de placas hemoliticas entre otras.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LA RESPUESTA INMUNE (R])

Existen diferentes mecanismos de defensa del organisme hacia diversos agentes
extrafios al propio organismo, los especificos y los inespecificos.™

Algunos mecanismos no especificos impiden la entrada de los agentes infecciosos,
mientras que otros s¢ encargan de eliminar aquellos que ya han penetrado, los mecanismos
de defensa especificos, mejor conocidos como respuesta inmune (RI) estin ligados
intimamente a os de defensa no especifica haciendo que la funcién de estos sea mds
eficiente.*

Los mecanismos de defensa inespecificos (fig. 1) o innata se refiere a la
resistencia bésica a enfermedades que algunas especies poseen.*'En este tipo de respuesta
estan involucrados diferentes mecanismos inespecificos de defensa que pueden ser a nivel
tisular, celular y molecular:

s Mecanismos a nivel tisular: estos se refieren a la intervencion de la piel y las mucosas en

el mantenimiento de la integridad del organismo.

¢ Mecanismos a nivel celular: a) Fagocitosis
b) Células NK

* Mecanismos a nivel molecular:  a) Complemento
b) Lisozima
¢) Interferon

¢ Mecanismos a nivel fisiolégico: =) Inflamacion

b) Respuesta febril®*”
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Figura.1. Barreras fisicas y quimicas de los mecanismo de resistencia.

Los mecanismos de defensa especifica o adquiridos reflejan la presencia de un SI
funcional que es capaz del reconocimiento especifico y eliminacion selectiva de
microorganismos y moléculas extrafias. A diferencia de los mecanismos no especificos, los
adquiridos manifiestan especificidad, diversidad, memoria, y reconocimiento de lo propio ¥
lo no propio; se basan fundamentalmente en la accién de un conjunto de céfulas altamente

especializadas: los Linfocitos (fig..2).*
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Figura. 2. E! linfocito como elemento central de fa IR

Existen dos tipos de respuesta especifica (fig.3), ambas capaces de intervenir en la
homeostasis del individuo y en la proteccién contra organismos patégenos: una respuesta
humoral , mediada por factores humorzales o circulantes y dependiente de linfocitos B y se
caracteriza por la produccién de inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos (Ac) en la otra,

llamada celular dependiente de linfocitos T y es caracterizada por la produccion de

)



linfocitos T sensibilizados especificamente hacia un antigeno (Ag) que puede ser de dos

tipos: citotéxicos (CDs+) y productores de citocinas (IL-2, INF-y, TNF-qt). 1327

MECANISMOS DE DEFEHSA MECANISMOS DE DEFENSA
MESPECIICOS ESPECIFICOS
Humoral Celular

Piel

Mucosas

Opsoninas

Linfocitos B Linfocitos T
Complemento
1gG cD4 +

Lactoferrina igM CD8+

N
//— gD

Transferrina IgE :
w O

Lisozima 0o IgAs

. . o
Fagocitosis %o Citocinas

Células NK @

Figura. 3.Tipos de mecanismos de defensa. Estos dependen de! tipo,
cor i6n, sitio de da y disponibilidad del antigeno.




LI1. Organizacién del ST

El SI es un conjunto de tejidos, células y moléculas cuya principal funcién es la de
mantener al ambiente interno del cuerpo destruyendo organismos infecciosos invasores y a
células propias alteradas o transformadas. Sin embargo, el SI también tiene otras funciones
relativamente importantes no relacionadas con el combate de infeciones, por ejemplo,
algunas citocinas como el TNF-a y IL-1{ actiian sobre el sisterna nervioso.®

Los érganos del SI se encuentran por todo el cuerpo. En general, son [lamados
drganos linfoides que regulan el crecimiento, desarrollo y despliegue de celulas® y cuya
poblacién estid constituida principalmente por linfocitos. Estos organos se dividen en
primarios y secundarios, los primarios incluyen al timo y médula dsea, su principal funcién
es la produccién y diferenciacién de linfocitos (linfopoyesis); los secundarios incluyen a
los ganglios linfaticos, bazo, tonsilas, placas de Peyer y demas tejido linfoide asociado con
otras estructuras anatomicas, sus principales funciones incluyen la captacion del Antigeno
(Ag) ¥ el desarrollo de la RL.*

Las células inmunes, al igual que las otras células de la sangre, son producidas por
la médula ésea. Las células derivadas de las células pluripotentes pueden ser divididas en
células mieloides o linfoides. Las dos clases de linfocitos son las eélulas B y las célules T .
Las células B completan su maduracién en la médula dsea; en contraste, las céluias T
migran al timo.”

En el timo las células T maduran para convertirse en células capaces de producir una

RI o de convertirse en células inmunocompetentes. Este proceso es Hamado “educacion de
las células T”. Después de salir de la médula 6sea y del timo algunos linfocitos se
congregan en los ganglios linfaticos. Otros viajan continuamente através del cuerpo usando
el sistema circulatorio sanguineo y linfatico.™

Los ganglios linfiticos contienen compartimentos con linfocitos T, B , macrofagos y
células dendriticas capaces de captar Ag y presentarfos a las células T. Asi, los ganglios

linfiticos congregan los componentes requeridos para iniciar la RL#



Similarmente, las funciones del bazo como un punto focal o central para las

defensas inmunes lo caracterizan como un drgano que contiene dos tipos principales de
tejido: la pulpa roja en donde los globulos rojos viejos son eliminados y la pulpa blanca que

contiene tejido linfoide.?

1.1.2, Moléculas Importantes

Los antigenos (Ag) son moléculas que inducen una reaccién inmune especifica, la
mayoria no son constiluyentes normales de nuestro cuerpo. Proteinas, carbohidratos,
lipidos, dcidos nucleicos y otros compuestos orgdnicos e inorganicos pueden inducir una
reaccion inmunolégica.®® Para que un Ag se comporte como tal debe reunir las siguientes
caracteristicas:
¢ Ajeno al SI del individuo
e Naturaleza quimica: las moléculas requieren cierta complejidad a nivel estructural
« Tamafio molecular; cuanto mayor es el peso molecular de una molécula mayor es su

capacidad inmunogénica
o Alejado filogenéticamente.”
Los Ag pueden ser definidos por sus propiedades de: inmunogenicidad,

antigenicidad, alergenicidad y tolerogenicidad.

Inmunoegenicidad es la habilidad para inducir una respuesta humoral o celular:

clulas B+ Ag == células plasmdticas + eélulas de memoria
células T + Ag(unido a células presentadoras de Ag) = células Teooperadoras + células de memoria

Antigenicidad: es la habilidad o capacidad para combinar especificamente el
producto final de Ia respuesta (esto es el Ac y/o receptores de superficie celular). Aunque
todas las moléculas poseen la propiedad de inmunogenicidad también ia de antigenicidad,
pero no al revés. Algunas moléculas pequefias son designadas como hapténos o
determinantes antigénicos , estos poseen la propiedad de antigenicidad pero no son capaces,

por si mismos de irducir una RI especifica, en otras palabras carecen de inmunogenicidad.



Alergenicidad: es la capacidad para inducir reacciones de hipersensibilidad tipo I.
Los alergénos tienden a activar tipos especificos de respuesta humoral, teniendo
manifestaciones alérgicas.

Tolerogenicidad: no hay respuesta inmunologica especifica en el campo humoral ni
en el mediado por células.”

Histéricamente los Anticuerpos (Ac) fueron los primeros componentes del SI
que se encontré que tienen un papel importante en fa inmunidad. Solo después fue
determinado que los linfocitos producian los Ac y que estos linfocitos circulan por todo el
cuerpo y estan organizados en tejidos linfoides estos colectivamente componen el Sistema
linfoide. Cada moiécula de Ac consiste de una o mas unidades bdsicas cada una
conteniendo cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(L). Los dos brazos tienen la misma estructura y ellos son la parte de la molécula que se

combina con el Ag.*® La estructura bisica del Ac es mostrada en la fig. 4:
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Figura. 4. Estructura bsica de los Anticuerpos. Cada molécula posee unaV-region variable de la cadena pesada, Vo~
region variable de la cadena ligera, C,-regidn constante de [a cadena pesada, C,-region variable de la
cadena ligera, Fc- fraccion cristalizable y Fab - sitio activo.




Cada cadena pesada estd compuesta de 4 5 dominios de aproximadamente 110
aminoacidos unidos por puentes de disulfuro.' La mayor parte de la molécula es muy
similar en diferentes Ac:

» Region constante- solo una pequetia porcidn varfa de Ac a Ac y dan el cardcter isotipico
y alotipico

» Regi6én variable- dentro de las regiones variables hay pequefias subregiones que son
tinicas para cada Ac y dan el caracter idiotipico.

» Regi6n hipervariable- existe una regién hipervariable para cada una de las cadenas
polipeptidicas y la organizacidn tridimensional de la molécula es tal, que las subregiones
hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras se contraponen fc;nnando entre ellas los
sitios activos del Ac. es decir, 1a region que reacciona con el Ag.*®

La combinacién del Ag con el Ac es una reaccién fisicoquimica que involucra
enlaces no-covalentes, en cierta forma se asemeja a la combinacién de las enzimas con su
sustrato, Los Ac no dafian directamente a los Ag, muchos Ac solo neutralizan a las toxinas
producidas por bacterias, la destruccion o eliminacién de un Ag requiere en muchas
ocasiones de la participacién de otras moléculas y células del SI (Fig.5).

La regién Fc del Ac determina esta participacion, las partes o dominios de los Ac’s
tienen diferentes funciones: la regién V une al Ag con especificidad inmunoldgica; la
region C se combina con otras moléculas o ctlulas para realizar la eliminacién y

destruccion del Ag."
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Figura 5. Papel del Anticuerpo en la Respuesta Inmune.

Se conocen ¢ineo isotipos de Ac o Inmunoglobulinas (Ig): 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE
(fig. 6), en la molécula de Ig se reconocen dos zonas con funciones distintas. Por un lado el
sitio activo o fragmento Fab constituido por los dominios variables y que confieren la
especificidad a la Ig, por otro lado, los dominios constantes asociados con g] fragmento Fe
responsable de las funciones biologicas como la activacion del complemento y la

opsonizacion o la adhesion a fagocitos u otras células con receptores para Fc. 0



Figura.6. Clases de [nmunoglobilinas. Las 1gG ¢ IgM se
encuentran en la circulacion sanguinea y constituyen a los
IgG Ac denominados anticuerpos séricos. Las IgA se encuentra
p en la circulaci gui al igual que en
secreciones del epitelio del tracto respiratorio, digestivo y

genitourinario, asi como en la leche, saliva y lagrmas. La
\ IgE es un Ac denominado citofilico ya que se encuentra en
{a membrana citoplasmética de algunas células como las
\ / cebadas y baséfilos.

IgM

—

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) es un conjunto de
glicoproteinas polimérficas que de acuerdo a sus caracteristicas estructurales han sido

agrupadas en tres clases:

o Las moléculas de Clase [ estan constituidas por proteinas integrales que se asocian de

forma no covalente con la B-2-microglobulina, esta tltima codificada por un gene

localizado fuera de la region del MHC(Fig.7). Estas moléculas se expresan sobre la

supérﬁcie de todas las células nucleadas y plaquetas, sobre estas moléculas se acomoda

el Ag que ser4 reconocido por los linfocitos T citotoxicos (CD8§").%¥

o Las moléculas de Clase II estan constituidas por dos proteinas integrales de membrana;
estas cadenas que se denominan o y B, se asocian de forma no covalente formando un

heterodimero. Las moléculas de clase I se expresan sobre linfocitos B y T, células del
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sistema fagocitico mononuclear y algunas células accesorias cuya funcién es la de
presentar al Ag. Sobre el heterodimero de las moléculas de clase II se acomoda ¢l Ag
que serd reconocido por linfocitos T cooperadores (CD4").27

* Las moléculas de Clase III . aunque también polimérficas, no contribuyen al
reconocimiento del Ag e incluyen entre otros a los genes que codifican para varios

factores del complemento, TNF. %%

El MHC estad compuesto de aproximadamente 100 genes e isolipos arreglados
dentro de la cadena de DNA en el cromosoma 6 en humanos®, y en ratones 58 genes y
fracciones de genes en el cromosoma 7" y referido como el sistema HLA en humanos y H-

2 en raton.?

CLASE 1 CLASE il

Figura. 7. Moléculas del MHC clase I y clase Il



Los linfocitos T tienen la funcién de producir linfocinas, también denominadas
interleucinas o citocinas; ellas son glicoproteinas con homologia estructural; son
producidas por diferentes células, aquellas producidas por linfocitos activados reciben el
nombre de linfocinas, mientras que aquellas particularmente relevantes en {a comunicacion
entre linfocitos son denominadas interleucinas; tienen una vida media corta (30 min.
aproximadamente), su actividad bioldgicas es muy alta (actividad especifica de 10° a 10*
unidades/mg), las células estimulables por citocinas presentan sobre su membrana
receptores especificos; existen formas solubles de los receptores que pueden ser importantes
para bloquear, de forma especifica, la actividad de su citocina complementaria.'® Una
citocina particular puede exhibir una accién autécrina relacionada a la misma célula que la
secretd; una acci6n paracrina ligada a la célula mds cercana y en algunas ocasiones puede
exhibir una accién endécrina ligada a una célula distante. *

Las citocinas regulan la intensidad y duracién de una RI estimulando o inhibiendo
la proliferacién de algunas células o la secrecion de Ac u otras citocinas. Sumado a la
complejidad de la funcién de una citocina, dos citocinas pueden presentar sinergismo en
donde sus efectos combinados en la actividad celular es més grande que los efectos de las
citocinas individuales. En otros casos presentan antagonismo, los efectos de una inhiben los

de la otra.*

1.1.3. Bases Celulares de la RI

Al proceso de degradacién de las proteinas hasta péptidos y a la asociacién de los
péptidos con las moléculas de clase I o clase II se le conoce como procesamiento y
presentacion del Ag (Fig.8). En el mecanismo de procesamiento los unicos péptidos que se
pueden asociar a las moléculas de clase I son producto de la degradacion de proteinas
sintetizadas intrinsecamente por la célula presentadora; estos péptidos se generan en el
citoplasma y son transportados al lumen del reticulo endoplasmdtico rugoso donde se

asocian con las proteinas de clase I sintetizadas™
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Figura. 8. Vias de proc iento y p i6n de los Antigenos

El procesamiento y presentacién de Ag asociados a las moléculas de clase II
involucran endocitosis y degradacién en los fagolisosomas, estas funciones las realizan
principalmente células del sistema fagocitico mononuciear. La asociacién de los péptidos
con moléculas de clase II ocurre en la vacuola fagocitica durante el transporte de estas
proteinas hacia la cara externa de la membrana plasmatica. Normalmente, los péptidos
generados durante la digestion en las vacuolas fagociticas no tienen contacto con el

citoplasma, por lo que no tienen oportunidad de asociarse con fas moléculas de clase I
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Puesto que las moléculas de clase I sélo se expresan sobre linfocitos B, células del
sisterna fagocitico mononuclear y células accesorias, solo estas células tendrén la capacidad
de presentar Ag a los linfocitos Tcp 47

El reconocimiento del Ag a través del receptor del linfocito T no es el tunico
requisito para iniciar la activacién, para que ésta se lleve a cabo se requiere de otra serie de
sefiales, algunas de ellas proporcionadas por la misma célula presentadora del Ag y otras
propercionadas por otros linfocitos activados. De hecho, la asociacién entre el MHC y
péptido con el receptor T es de baja afinidad, por lo que requiere de la participacién de
varios pares de moléculas que aseguran una adecuada interaccion entre la célula

presentadora y el linfocito T.(Fig.9)."™"

\ /
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Figura. 9. Moléculas que participan en la interaccidn entre finfocitos T y células presentadoras del Antigeno. CD22 ¢s
una glicoproteina integral presente Gnicamente en la superficie de los finfocitos B y se encuentra preferentemente en
células que ya han complementado su proceso de maduracién



A diferencia de la célula T, el linfocito B no requiere de presentacion del Ag por
células, el Ag tampoco requiere ser procesado, por lo que el linfocite B reconoce
fundamentalmente Ag conformacionales (esto es, que dependen de la estructura
tridimensional de la molécula), mientras que la célula T reconoce Ag's secuenciales
(dependen del orden de los aminodcidos).

El linfocito B puede reconocer Ag independientemente de su naturaleza quimica,
por ejemplo: proteinas, carbohidratos, lipidos, 4cidos nucleicos ¢ incluse Ag's sintéticos.
Sin embargo, como en el caso de la célula T, la estimulacion antigénica a través de su
receptor especifico no es tampoco suficiente para completar el proceso de activacion. En
este caso también se requiere de una serie de sefiales proporcionadas por las interleucinas
(IL), ademas de moléculas presentes en las membranas del linfocito T. Es importante
enfatisar que la comunicacién entre células B y T no es unidireccional, ya que et linfocito B
a su vez proporcicna una serie de sefiales a través de IL y de moléculas de la superficie que
activan también a la célula Tcp 4 (fig.9.) ¥

La activacién del linfocito Tcpa requiere de que el Ag le sea presentado sobre
moléculas del CMH clase I1, ademds requiere de IL-lo. También participan moléculas de
activacion tales como el CD3 del linfocito T y las moléculas clase Il de la célula

presentadora del Ag™

1. 1.4 Mecanismos No Especificos

Como ya se sabe el objetivo de los mecanismos de defensa es la de destruir Ag
extrafios, si estos son moléculas inertes u organismos invasores. Aunque algunas clases de
Ac son buenos para neutralizar particulas antigénicas, muchos otros factores, tales como la
concentracion del Ag, el sitio de entrada del Ag, la disponibilidad del Ac y 1a velocidad de
la RI, pueden influir en la eliminacion del Ag. Ciertamente los mecanismos no especificos
pueden favorecer los efectos realizados por los Ac. Los principales son las células

Jagociticas (leucocitos polimorfonucleares), las cuales eliminan al Ag (incluyendo



bacterias), y el complemento, que puede destruir directamente un organismo o facilitar la
fagocitosis."

Los macrdfagos pueden presentar Ag a los linfocitos pero ellos probablemente lo
hacen menos efectivamente que las células dendrinticas. El principal papel del inacréfago
es el de “destruir”, mientras que el papel de las células dendriticas es para concentrar Ag
sobre su superficie membranal (la cual puede tener una enorme érea superficial) para
hacerlos accesibles a los linfocitos.®

Los macréfagos tienen prominentes granulos lisosomales que contienen hidrolasas
acidas y otras enzimas degradantes con las cuales destruyen al material fagocitado. Para
Hevar a cabo su funcién efectivamente, los macréfagos deben ser activados, en este estado
muestran una actividad fagocitica incrementada y una actividad asesina. Esta estimulacion
puede deberse 2 las citocinas o mediadores infiamatorios solubles como el Csa

En el proceso de fagocitosis los macréfagos reconocen al material extrafio, lo
adhieren a su membrana celular y los “engloban” en una vacuola membranal. Las bacterias
ingeridas son asesinadas dentro de las vacuolas, probablemente por la generacion de NO y
reactivos del oxigeno y después digeridos por enzimas fisosomales.”

Las células cebadas del tejido conjuntivo contienen granulos de sustancias
farmacolégicamente activas. Tienen Ac de clase IgE fijados en su superficie membranal y
cuando estos se enlazan con Ag especificos las células son disparadas para degranularse
liberando las sustancias de los granulos provocando inflamacién local, llevando a la
acumulacién de polimorfonucleares, monocitos, trayendo a ese sitio las células més hébiles
para enfrentarse con el Ag y destruirlo. Un gran nlimero de células cebadas estan asociadas
con las mucosas; ellas son importantes en la respuesta contra Ag inhalados como el polen y
el polvo casero.®

Los basdfilos son células polimorfonucleares, contienen granulos y funciones
similares a las de las células cebadas®

Los eosindfilos estin estrechamente relacionados con los neutréfilos y son células
especializadas importantes en la destruccién extraceiular de parasitos demasiado grandes
para ser fagocitados por otras células por esto ellos dependen de la IgE que cubren al



parésito. Esta destruccién no es una propiedad propia de los eosinéfilos , los monocitos,
macréfagos y algunos linfocitos pueden eliminar a los microorganismos cubiertos por Act
Las células asesinas naturales o células NK no dependen de Ac especificos,™
pueden ser activadas por agentes tales como mitogenos o interferon . Las células NK no son
células inmunes en el sentido estricto porque, nmo estdn clonalmente restringidas, no
muestran especificidad y no tienen memoria.”
El sistema del complemento consiste de mas de 30 componentes, los cuales actdan

en una cascada que conduce a la aparicion de tres importantes efectos:

Activacién "Liberacién de mediadores Quimistixis
inflamatorios

Heutréfilos,

Linfocitos
grarulaves e macrdfagos
grandes, Célilas cebadas/basSfilos
fagocitos 13 ; 7

) C3aC

\c_:g"_“b
a
<3b
C3b, C4b, IC3b & C5b-9

Céhas fagociticas

Bacteria opsonizada Transporte de complejos inmpmes

Figura.10. Activacién del Complemento. El sistema del compiemento esti formade por una serie de proteinas séricas
que son activadas en secuencia o cascada.
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la liberacién de péptidos activos en la inflamacion, depésito de C3b sobre membranas
celulares; este péptido es un potente favorecedor de la fagocitosis (opsonizacidn) y por
titimo, dafios sobre la membrana celular que conduce a la lisis. {Fig 10).#

Cada precursor de |z cascada es cortado en dos o mas fragmentos{Fig.11)*

Precursor inactivo
Fragmanto laxgo
Fragmeanto corte (b}
(2) -
Sitio enzimitico
Mediadorde Ia -~ §1 hay-anién Elte1:m1_)cién de
inflamacién s sigaientes

componentes de la
cascada

Si no hayunidn Decas

Figura 11.Esquema representativo del fraccionamiente de los factores del complemento. El fragmento largo (usualmente
designado “b"™) tiene dos sitios biclégicamente activos: uno para unirse 2 ta membrana celutar o al complejo
desencadenante y ¢l otro para ¢! desprendimiento del préximo componente del complemento. Los fragmentos cortos
generados por el despr » del compl tienen propiedades bioldgicas importantes en la fase fluida como ¢s

la actividad quimiotictica (designados con una “a™); también contribuyen a 1a respuesta inflamatoria, mientras que otros
atraen neutrdfilos y macrofagos para la subsecuente opsonizacién y fagocitosis.
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La activacién del complemento ocurre en dos fases: Primero la activacitn del
componente C3 y después la activacion de la secuencia litica o de “ataque”. El fragmento
mayor (C3b), activado por C3 convertasa es mediador de un nimero de actividades
biolégicas como la opsonizacién, lisis y la inflamacién. El paso critico es el
desprendimiento de C3 por enzimas derivadas del complemento llamadas C3-convertasas,
este desprendimiento se logra por dos rutas: la clasica y la alternativa, ambas pueden

generar C3-convertasas pero en respuesta a diferentes estimulos (Fig. 12)."

Ruta Clasica Ruta Altema
Conpiejo Endotoxing;
Antigeno-anticuerpo Pared celular hacterid
c3 0<]
C3b Ch
0] Csh
Fina delaRia
litica
Figura.il Rutas del Compl ) y sus fi de iniciacidn. La via clésica es iderada como un ismo

dependiente de Ac, la via alterna es un mecanismo filogenéticamente més primitivo y por ende no requiere de Ac y se
encuentra activo a un nivel bajo constantemente.
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Se ha encontrado una via adicional innata independiente de Ac que puede activar la

via clasica:
1. Colectinas: son un grupo de proteinas que comparten caracteristicas estructurales
similares a la colagena y funcionales con lectinas. los principales miembros de esta familia
son la proteina-sérica-ligadora-de-manosa (PSLM), las proteinas surfactantes pulmonares A
y D y la conglutinina. Todas ellas se adhieren al m.o. via carbohidratos en la superficie de
estos; a su vez pueden unirse a los receptores de C en los fagocitos aumentando asi la
fagocitosis.. PSLM puede activar 1a via clasica emulando la funcion Cla.

Las proteinas de fase aguda aumentan sustancialmente su concentracién en
respuesta a ciertos mediadores de “alarma” como IL-1f e IL-6. Entre estas proteinas se
encuentra la proteina C-reactiva la cual al unirse a fosforilcolina en la superficie de m.o.
activa al C, con la consecuente opsonizacién por deposicién de C3b.™

Existen numerosas células capaces de ingerir material extrafio, pero la posibilidad
de aumentar esta actividad en respuestas a una opsonizacién mediada por anticuerpos y/o
complemento, est4 restringida a las células de la serie mieloide, principalmente PMN,
monocitos y macréfagos que en conjunto se engloban en €l término fagocitos.*

La fagocitosis es una funcién realizada por dos tipos de células: neutrdfilos y
monocitos y/o macréfagos. Los neutréfilos son las células mds abundantes entre los
leucocitos circulantes. Los monocitos reciben este nombre mientras se encuentran en la
circulacién sanguinea ya que en los érganos y tejidos se les denominan macréfagos. Estos
altimos son particularmente importantes por su participacién en los procesos infecciosos,
los macréfagos alveolarss del pulmdn, las células de Kupffer en el higado v los macréfagos

asociados a los érganos linfoides secundarios.”
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El proceso de fagocitosis se divide en diferentes fases (Fig. 13) 50

e Sa Bacteria  Union a receptores
= no especificas

Macrofego

Inicio d la

/ ingestidn

Fusion del fagasoma y Bberacidn Formacidn del fagosoma
de ksozimas
Figura.13. El proceso de Fagocitosis. 1.A iento del fagocito al p geno; en este y son importantes
f: con propiedades quimiotécticas como algunas citocinas y fracciones del complemento,2. Adherencia: el fagocito

establece contacto con el patbgeno a través de su membrana citopfasmatica 3.Intcriorizacién, el patégeno es englobado
por ta membranz citoplasmética del fagocito hasta quedar incluido en una vacuola denominada fagosoma .4.Fusién con
los lisosomas; los lisosomas vierten su contenido enzimético al interior del fagosoma formindose el denominade

fagolisosoma.-

Las reacciones inflamatorias son el resultado de un dafio celular que resulta en la
liberacién de factores (como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas,
leucotrienos entre otros) cuyo efecto neto es vasodilatacién y aumento de la permeabilidad
capilar. Estos cambios traen como consecuencia la salida de células sanguincas
(granulocitos, monocitos y linfocitos) y proteinas plasmdticas (complemento e 1g) que en su

conjunto participan en el ataque a los patogenos.”
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1.2.ELEMENTOS DE INMUNOFARMACOLOGIA

Aunque la mayoria de los individuos tienen un SI que responde apropiadamente
contra Ag extrafios hay pacientes cuya enfermedad es causada por RI's excesivas o

defectuosas. La inmunologia clinica tiene como objetivo corregir estas anomalias."

La Inmunofarmacologia es una rama de la inmunolegia clinica que se encarga de!
esiudio de los mecanismos por los cuales es posible lo manipulacion de la RI de un
individuo en beneficio de éste para el tratamiento de enfermedades® esto puede ser posible
por dos formas:_ inmunosupresién 6 inmunopotenciacién .

la Iﬁmunofannacologia es alin una disciplina farmacoldgica y terapéuticamente
joven. Para muchas personas quiere decir, el efecto de agentes inmunofarmacéuticos sobre
el SI y sus funciones (fig. 14), estos agentes pueden ser de origen endogeno, sintético o
microbiano. Otros consideran que inmunofarmacologia es lograr efectos farmacoldgicos
con productos inmunolégicos, por ejemplo Ac, linfocinas y otros factores, en su mayor
parte constituidos por proteinas. Para los clinicos , la inmunofarmacologia es la base para el
tratamiento de enfermedades del SI, particularmente las enfermedades aufoinmunes y

anafil4cticas y reacciones atépicas.™
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Figura. 14.Sitios de accidn de la terapia inmunomoduladora o inmunorestaurativa.

Existen diferentes sustancias llamadas “Inmunomoduladores™ que tienen un efecto
activador o represor de la RI. En una buena parte de los casos, los inmunomoduladores se
usan como medida terapéutica en situaciones que involucran a la RI comeo ¢n el caso de las
enfermedades autoinmunes, infecciones crénicas e inmunoterapia de cancer. Se consideran

cinco tipos de inmunomoduladores:
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e Citocinas
» Inmunoestimulantes
¢ Adyuvantes
+ Agentes Inmunosupresores
¢ Inmunotoxinas.”
Como ya se mencioné el origen de cada una de estas sustancias es variado:
1. Endégeno:
+ Sistema Inmune: Interferon-y, interleucinas, hormonas timicas, tufsina, etc.
2. Microbial:
*Bacterias y Hongos: Glicanos, endetoxinas, muramildipéptido, etc.
3. Sintético:
*Compuestos que contienen sulfuro
=Purinas y pirimidinas

+Polinucledtidos y otros.”

Actualmente existen ofros métodos de manipulacién inmunitaria que producen
beneficios clinicos definitivos por mecanismos poco entendidos. Esto se ilustra bien con la
terapia con Ig intravenosas y Ac monoclonales: ellos pueden suprimir, potenciar o
modificar la RI dependiendo de su especificidad y circunstancias clinicas."

Dentro de la inmunologia se encuentra la Inmunotoxicologia que estd definida
como el estudio de los efectos de diversas sustancias sobre el SI. La funcién mas importante
del SI como ya se ha mencionado es la de mantener los mecanismos de defensa del
huésped. Existen dos tipos de consecuencia que no son deseables y que pueden originarse
por la interaccion de farmacos o quimicos del medio ambiente y el SI:

I. Alteracién en los mecanismos de defensa del huésped dando como consecuencia dafio o
aumento en [a RI normal.
2. Induccion de una RI cualitativamente anormal, por ejemplo: alergia y autoimunidad. La

inmunotoxicologia involucra a estos tipos de daio 6 efecto.”*
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1.2.1. Inmunoestimulantes o Inmunopotenciadores

Con el términe de Inmunoestimadante se describen a una serie de sustancias que
tienen un efecto activador inespecifico sobre la RI. Conviene subrayar el efecto
inespecifico, para distinguirlo del producido por los adyuvantes, que son compuestos
utilizados para producir un ¢fecto antigénico especifico.”

Los Inmuncestimulantes afectan el SI de tal forma que como resultade se observa
una mejoria en la calidad y cantidad de Ia RL® En términos generales, los
inmunoestimulantes promueven la generacion de linfocites (B .y T) , monocitos y
macréfagos a partir de precursotes en la médula 6sea; asi mismo estimulan las ramas
efectoras de la RI, es decir, la inmunidad humoral y celular. En el aspecto clinico el uso de
estos compuestos se asocia al tratamiento del cancer e infecciones persistentes entre las que
se incluye ef SIDA.*

La mejor forma establecida de inmunopotenciacién es la inmunizacién, prevencion
de enfermedades infecciosas controlando (o eliminando) el foco de infeccién, rompiendo la

cadena de transmisién e incrementando la resistencia del individuo."

Hay dos formas de lograr la inmunidad: Inmunizacién activa o pasiva; puede ser
adquirida naturalmente o inducida artificialmente (fig.15)".
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INMUNIDAD
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Figura. 15. Clasificacién de Inmunidad La immunidad activa naturof es adquirida al exponerse et hospedero a un
estimulo antigénico que despieria una RE, cjemplo de inmunizacién activa: Infeccidn Natural. La inmunizacién activa
aruficial involucra la adminisiracién deliberada de un inmundgeno en forma de una vacuna Pacientes en riesgo
expuestos a cienas infecciones se les puede dar algén grado de inmunidad 6 proteccion pasiva usando fomunoglobulina
normal Humana o Tnmunoglobulina especifica humana. La Inmunidad Pasiva es de vida corta debido a que los

anticuerpos IgG son catabolizados lentamente (vida media de 3 semanas).

La Inmunoglobulina normal humana, en forma de inmunoglobulina
intravenosa o intramuscular es esencial en el tratamiento de pacientes con deficiencia
primaria de anticuerpos pero también es usado como una agente profitactico de certo
tiempo contra sarampién en nifios inmunosuprimidos y para proveer proteccion contra
Hepatitis A. Las Inmunoglobulinas especificas humanas son escasas y s¢ dan solamente

cuando se lenan ciertos criterios.”
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Recientemente se cuenta con una gran variedad de tipos y origenes de

inmunoestimulantes.

A. Origen microbiano: Glicanos con enlaces B-1-3 glicosidicos
Muramildipéptidos (MDP , BCG)
Endotoxinas (Lipopolisacaridos -LPS-)

Extractos timicos (Timulin, Timusina cc-1)

B. Origen sintético: Derivados de MDP (Murabitide)
Lipidos A analogos (Monofosferil-lipide-A)
Ubenimex (Bestatin)
Péptidos timicos (Timosin o, Tufsin)
Farmacos timomimétices (Ditiocarb)
Inductores de Interferon (Apligen)

Purinas y Pirimidinas (Inosine}

C. Endégeno: Hormonas timicas
TNF

Citocinas. >

La forma més especifica de la restauracién de la funcién inmune es reemplazando
una enzima ausente o el gen que la codifica, a esto s¢ l¢ ha nombrado Terapia Gendmica.
La complejidad del SI permite que un mimero grande de puntos hipotéticos de

atague y mecanismos sean utilizados para estimular una RI particular .Tabla. 1.*
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Sitio de accién

Posible mecanismo de accién

Sustancias conocidas

Presentacion dei Ag

Reconocimiento del Ag.

Activacién de Linfocitos

Expansién clonal

Reclutamiento de células T

precursoras

Induccién de linfocitos T

citotdxicos

Mejoramiento de los mecanismos

no especificos

Células NK

Granulocitos

Absorcion y procesamiento del
Ag.
Expresion de Antigenos det MHC

Mejoramiento en la transmision de

la seilal intracelular

Expresién de receptores para [L-2.
Sintesis de IL-2 y otras linfocinas
como IFN y THF.

Accion de interleucina-2;
amplificacion de las funciones T-

cooperadoras.

Funciones dependientes del Timo.
Honnonas timicas?

Células dendriticas del timo?.

Dependiente del timo
Dependiente de -1 y IL-2

Activacién de macréfagos
{fagocitosis, receptores Fe y
C3b,CMH, funciones secretorias)
Reclutamiento de monocitos y
macrofagos.

Reclutamiento y activacion de
células NK.

Activacidn y reclutamiento.

Constifuyentes dela parea celular |

microbial. Interferones.

Gamma-interferon?
IL-1

IL-2

Timosin fraccién 5

Timosin alfa .

Isoprinosine?

Timosin

THF y oiras hormonas'timicas.
1L-2.

Ag microbiales

Interferones interferon- gamma,
fevamisole?, bestatin?).
M-CSF

GM-CFS.

1FN-y).

IL-2

Factor inhibitotio

(NAF?)

GM-CSF

Tabla, 1, Facetas d¢ 1a RI. PoSIbicS S0S GE accion por los cuales se puede Hegar a la inmuncestimlacion.
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1.2.1.1. BCG (Bacillus Calmette-Guerin)

En muchas ocasiones [os microorganismos (m.o} se han empleado como agentes
inmunizantes , frecuentemente se les ha usado muertos por calentamiento o se pueden usar
cepas vivas atenuadas, las que como consecuencia de mutaciones han perdido totalmente o
en gran parte su virulencia y su capacidad de inducir una RL** ’

Las vacunas atenuadas, cuando son inoculadas pueden producir formas subclinicas
de 1a enfermedad e inducir en esta forma una RI. Estos Ac inducidos por el m.o. atenvado
pueden defender posteriormente 2l individuo contra otros m.o, virulentos del mismo tipo.®!
Debido a su capacidad de crecimiento transitorio, tales vacumas proporcionan una
exposicion prolongada de los epitopos individuales de los m.o. atenuados al SI., resultando
un aumento en la inmunogenicidad y en la produccién de células de memoria; por esto
muchas veces solamente es necesaria una sofa inmunizacion, eliminando la necesidad de
dar un refierzo.*?

Tal es el caso de la vacuna BCG, proveniente def bacilo tuberculoso bovino
(Mycobacterium bovis) conocide como Bacillus Calmette-Guerin;*** en esta vacuna el
bacilo fue atenuado en su virulencia por periodos prolongados bajo condiciones de cultivo
especiales (concentraciones altas de bilis de buey)." !

La tuberculosis es causada primordialmente por Ia bacteria intracelular facultativa
Mycobacferium tuberculosis y ea un mener grado por Mycobacterium bovis ¥y
Mycobacterium africanum. Un reciente estudio indica que el BCG reduce el promedio de
riesgo de contraer tuberculosis en un 50%.'

Se sabe que esta vacuna :
e favorece la produccién de Ac y aumente el ntimero de células de bazo productoras de
Ac.
¢ aumenta la hipersensibilidad retardada a los Ag particulados y solubles
e es capaz de activar el sistema del complemento por la via alterna®
e favorece el rechazo inmunolégico de tumores, esto depende del efecto potenciador que

las micobacterias ejercen sobre 1a RI en general
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o aumenta la resistencia a infecciones (inmunoestimulacion inespecifica), esto consiste en

provocar la hiperplasia y la hiperactividad del sistema reticuloendotelial.”

El Inmunocyst™ (BCG) es el primer inmunomodulador con licencia en los Estados Unidos
y Canadi para ser usado en el tratamiento de carcinoma de vias urinarias. Por lo tanto este

producto puede ser usado como modelo para licenciar otros moduladores inmunes.”

1.2.2, Inmunosupresores

Las enfermedades autoinmunes constituyen un grupo de padecimientos en los cuales
el SI reacciona contra células y tejidos propios ocasionando dafio o pérdida de funcién. En
esias circunstancias resulta conveniente suprimir la RI y aunque idealmente esta supresién
se desearia fuera especifica contra los Ag propios atacados, esto resulta dificil de
conseguirse, por lo que el tratamiento inmunosupresor usnalmente es inespecifico. Un
segundo escenario en donde la inmunosupresién resulta iitil, es durante la etapa previa y
posterior a un transplante de érganos o tejidos.™

A continuacién se hace una clasificacién de los agentes inmunosupresores con base
€n su accion:
¢ Con acci6n preferentemente sobre linfocitos T

Ciclosporina A

FK-506

Azatioprina
« Con accidn preferentemente sobre linfocitos B

Ciclofosfamida
¢ Con accién antiinflamatoria

Prednisona

Metotrexato
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Dado el conocimiento bastante detallado del proceso de activacién de los linfoeitos
T, es posible disefiar algunas estrategias que resulten en supresion mds especifica,

idealmente antigeno-especifica. A continuacion se mencionan algunas posibilidades:

1. Interferencia o bloqueo de la funcién de presentacion de péptidos antigénicos por parte
de las moléculas de clase II del MHC

2. Interferencia con la interaccién CD4-antigeno clase If del MHC.

3. Reforzamiento de la tolerancia a auto-antigenos.

4. Activaci6n de linfocitos T que llevan a efectos supresores.™

1.3.FESCDIPINA

La FESCDIPINA es un analogo de lecdipma, prcducto de lasintesis de Hantsch y

se encuentra en proceso de patente BT

Se “ha enoontrado que este tpo de compuestos estd clas[ﬁcado dentro de los o

calc:oantagomstas y son usados efectivamente en el “tratamiento de varios “desordenes
cardiovasculares, ya que posee propiedades antiarritmicas y A:;ntﬂupertenswas,“’"" <2 cuyo
mecanismo de accién es a través del bloqueo dé 1a entrada de calcio (Ca™ ala musculatura
vasciilar con la consecuente réla_ja-cidn’de-diéﬁo;mﬁséuld; vasodilatacién, disminucién-de la
resistencia periférica y caida de la tension arterial. Disminuyen las cifras tensionales sin
producir a) hipotensién ,b) cambios en el gasto cardiaco, ¢) retencién de agua y sodio ,
mantiene inafterado el flujo sanguineo renal, el perfil lipidico y el 4cido drico plasmatico.*
Estos firmacos son aplicados en problemas de angina de pecho en todas sus

variantes, hipertensién, proteccién de miocardio durante infarto, prevencién del desarroilo
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de espasmocoronario de 1ipo Prinzmetal; recientemente estos agentes han sido introducidos

en el tratamiento de cardiomiopatias hipertréficas y en insuficiencia coronaria.***

El Ca™es un mensajero transmembranal en Ia sefial de activacion de linfocitos. Se ha
encontrado que los bloqueadores de los canales de Ca"" inhiben la proliferacion de células T
y la aparicién de Ag de activacién después de la estimulacién con mitégenos. Estos agentes
inhiben 1a afluencia norma! del Ca™ requerido para la activacion de linfocitos y de este modo

inhiben la respuesta proliferativa de linfocitos.”

Numerosos estudios indican que el ion Ca™ es esencial en la funcion Optima de
neutréfilos (PMN's).>"*! Los antagonistas de Ca™ reducen la capacidad bactericida de los
PMN's, esto es, que afectan la funcion antimicrobial de los PMN’s, asi come la

28,66

degranulacién y quimiotaxis ya que estas dependen del Ca"™ para llevarse acabo,”™™ se ha

encontrado que también pueden revertir los cuadros de asma e inhibicién anafilactica.”’

1.4 QUITOSAN

El Quitosant es un derivade de la Quitina que son compuestos cristalinos cuya
estructura esta formada de polisacaridos que ha sido bien estudiada por medio de difraccién
de Rayos-X, espectrofotometria de Infrarrojo, espectroscopia vibracional ® Se ha
encontrado distribuido ampliamente en la naturaleza, por ejemplo en el exoesqueleto de

crusticeos, en la cuticula de algunos insectos y en la pared celular de bacterias y hongos.*
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Estas estructuras esqueléticas por asi llamarlas, estan compuestas de una matriz
organica formada por:
 un centro de macromoléculas estructurales (polisacridos o proteinas)

e una cubierta de una o varias envoliuras de proteinas 4cidas, glicoproteinas y
mucopolisacaridos. Se observa que las proteinas son los principales componentes (50~
80% de [a matriz peso en seco). Las quitino-proteinas se egcuentran presentes ¢n cada
capa calcificada de las estructuras esqueléticas y pueden ir desde 0.01 al 40 % de la
matriz peso en seco.®

La composicién de la matriz orgénica es la siguiente:

1. Una fraccion polipéptidica acida con fuerte afinidad a los jones Ca **, en su mayor parte
soluble en reactivos decalcificantes. Este arreglo implica una cadena peptidica en forma
de espiral. Esta region es llamada “Matriz Mineralizada” (MM).

2. Un complejo quitino-proteico con alto peso molecular y sin afinidad a los iones Ca™,
organizada en forma de liminas y capas llamada “Acarreador de Proteinas” (CP).

La unién de estas dos regiones activan la mineralizacién del sustrato, llevandolo a
un depdsito epitaxial de CaCO , . De este modo aparece una estructura en forma de
“sandwich™ con la quitinoproteina incrustada entre dos liminas de MM (Fig. 16).%

Las quitinoproteinas sirven muchas veces como un soporie elemental y se parecen
en este respecto a la celulosa y coldgena en plantas y vertebrados, respectivamente. Esto se
demostré cuando se utilizaron inhibidores de la sintesis de quitina y estos interrumpieron la
formacion de polisacaridos resultando malformaciones en la cuticula de insectos,
careciendo de sus propiedades normales exocesqueléticas e incapaz de resistir incrementos

internos de presién durante su muda.'”
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Figura. 16. Estructura de las capas quitinoproleicas

El Quitosan es unc de los principales productos quﬁt'mosos, es importante por su
utilidad en los sistemas de purificacién, clarificacién y concentracién de sdlidos de agua
potable y residual.’ También ha sido usado en operaciones vasculares, cultivo de tejidos y
regeneracién de tejidos , tiene funcién como agente hemostitico y algunos preparados
funcionan como anticoagulantes.”4** i

Recientemente se ha reporiado que el Quitosan es efectivo en la proteccién del
hospedero contra infecciones con Cédndida albicans y Staphylococcus aureus y contra el
crecimiento de tumores de asciticos como Sarcoma 180 y el Erlich.®

Se ha encontrado también que fos derivados de la quitina tienen actividad como
adyuvante en la activacién de macréfagos, en la produccién de Ac circulantes e induccion
de células T citotéxicas, activacién de células NK e induccién de citocinas come IL-1.

Estos compuestos proporcionan una inmunoestimulacién no especifica, especialmente en

hospederos inmunocomprometidos como por ejemplo: pacientes con cancer.”
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2.0. HIPOTESIS

Si el Quitosan y la Fescdipina ejercen un efecto sobre el sistema inmune, estos
deberdn mostrar una actividad similar o contraria a la de la vacuna Calmette-Guerin (BCG)
que es catalogada como un inmunooestimulante, basindonos para ello en los valores

hematolégicos e inmunoldgicos caracteristicos de ésta.

3.0 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Establecer la metodologia tedrica y experimental inicial que serd ocupada para evaluar el
efecto que sobre el sistema inmune puedan desarrollar diferentes productos, con la
finalidad de saber si afectan o oo al sistema inmune empleando técnicas sencillas de

laboratorio.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el efecto en la inmunidad humoral del BCG, Quitosan, Nifedipina y
Fescdipina.

Comparar el efecto en la actividad fapocitica del BCG, Quitosan, Nifedipina y
Fescdipina.

Comparar el efecto que a nivel hematolégico tienen el BCG, Quitosan, Nifedipina y

Fescdipina.

Con base en los resultados obtenidos determinar si los productos estudiados afectan al

sistema inmune y en que medida.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. SUSTANCIAS DE EXPERIMENTACION

QUITOSAN : Purificada y proporcionada por la Q.F.B Patricia Miranda Castro del
Laboratorio de Biotecnologia de la Unidad de Posgrado de la FES-C
Campo 1.
FESCDIPINA: Sintetizada y proporcionada por el M. C. Enrique Angeles
Altamirano del Laboratorio de Disefio de Medicamentos (Quimica
Medicinal) de la Unidad de Posgrado de la FES-C Campo 1

NIFEDIPINA: Sintetizada por ¢l M.C. Enrique Angeles Altamirano

Laboratorio de Disefio de Medicamentos (Quimica Medicinal) de la

Unidad de Posgrado de la FES-C Campo 1
VACUNA DE BCG: Liofilizado de los Laboratorios Connaught

4.2. MATERIAL BIOLOGICO

4.2.1 ANIMES DE EXPERIMENTACION

Ratones Balb/e : reproducidos y criados en el bioterio perteneciente a la
Unidad de Posgrado de 1a FES-C Campo 1.

Los ratones trabajados fueron hembras de un peso entre 25-

30g.

37



4.3. REACTIVOS
Los reactivos empleados fueron de marca Baker, Merck y Sigma de grado analitico

AGUA LIBRE DE PIROGENOS: EAU STERILE
Laboratorios Abbot

4.4. SOLUCIONES PREPARADAS (ver apéndice 1}

a) REACTIVO DE HAYEN
b) REACTIVO DE TURCK
¢) EDTA 5%
d) REACTIVO DE WRIGHT : Instituto Mexicano del Seguro Social
Subdireccién General de Abastecimientos
Jefatura de Desarrollo
Division de Reactivos
) BUFFER DE FOSFATOS pH 7.2
f) SUSPENSION DE TINTA INDIA: Black Indian INK
Winsor and Newton i
g) SOLUCION DE GELATINA AL 1% EN SSF
h) SOLUCION SALINA FISIOLOGICA AL 0.9%
i) CARBONATO DE SODIO AL 0.1%
i) SOLUCION DE LECHE DESCREMADA AL 5%
k) SALINA-TRIS (TBS) pH 7.2
I) PROTEINA “A” PEROXIDADA DILUIDA A 1:500 DE LA MARCA SIGMA
m)SOLUCION REVELADORA
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4.5 DIAGRAMA DE FLUJO

Metodologia para la evaluacion def efecto en el sistema inmune

INOCULACION
'A ratones Balb/c , de las sustancias en estudio.
*Quitesan *Fescdipina
*Nifedipina *BCG

ministracion IV de la
suspencién de tinta
india.

| ‘

Extraccidn del . Cbtencién de sangre
bazo,imo e higado. Oblencién de suero. del plexo retroorbital.

QObtencién de sangre
por puncién cardiaca.

EVALUACION

! I

PRUEBAS PRUEBAS
INMUNOLOGICAS PESO DE GRGANOS HEMATOLOGICAS
Guantificacion d Actividad £; it Cuanta
am';wumos sotalos Ellﬁ":g?ggcgepor Hemoglobin ICB"‘“ celutar I derencial I ‘ Hematacrito |
DOT-ELISA CARBCN COLOIDAL. | |

| I .
b

Comparacion de los
efectos.

I S

Discuciones.

]

Conclusiones.
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4.6. PRUEBAS HEMATOLOGICAS

La hematologia clinica es una parte de la medicina asociada con las técnicas

diagnosticas de laboratoric ¢ interpretacién morfolbgicas relacionadas con la sangre y la

correlacién de estos datos hematolégicos con el estado clinico completo de un individuo.

El examen de la sangre periférica se realiza debido al gran valor que posee el

hallazgo de anemias o leucocitosis. Se puede determinar una extensa gama de anomalias en

la sangre, mediante estudios cuantitativos o cualitativos.”

Tabla no.2. Manejo de ratones para las Pruebas hematolégicas y

cuantificacion de Anticuerpos Totales

No.RATONES PESO EDAD DOSIS VIA DE ADM.
&) (dias)
15 20-25 35-40 0.2 ml Subcutdnea
10 20-25 3540 0.1 ml. Subeuldnea
10 2025 3540 100ug/Kg de
peso Subcutdnea
10 20-25 3540 100 mg/Kg de
psso
D: 0 20-25 3540 160ug/Kg de
FESCDIPINA peso Subcutinea
10 20-25 35-40 100 mg/Kg de
peso
E: 10 20-25 35-40 100ug/Kg de
NIFEPIPINA peso Subcutinea
2025 3540 100 mg/Kg de
peso

ALP= Agua libre de Pirogenos.
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o Se administré por via subcutdnea la sustancia a estudiar a cada uno de los ratones en
base al cuadro antes mostrado.

o Después de 24 hrs de la administracion se extrajo 1.0 ml de sangre intracardiaca

+ 0.5 ml de sangre se depositaron en tubos eppendorf conteniendo 0.02 mi de EDTA al 5%

Se mezclé con suavidad para que el anticoagulante quedara bien distribuido en la muestra

4.6.1. HEMOGLOBINA

Fundamento

La hemoglobina, componente principal de los glébulos rojos, es una proteina
conjugada que sirve de vehiculo para el transporte de O, y de CO, . Totalmente saturada
contiene alrededor de 1.34 ml de O, por gramo.

La hemoglobinometria es la medida de la concentracién de hemoglobina en la
sangre. La anemia (disminucién de la concentracién de hemoglobina por debajo de lo
normal del recuento de eritrocitos o del hematocrito) constituye una alteracién muy comun
y una frecuente complicacién de otras enfermedades.

Existen muchos métados para determinar la concentracion de hemoglobina. Todos
son métodos indirectos porque es muy dificil cristalizar un peso exacto dé hemoglobina.
Los métodos mas comiinmente usados se basan en uno de los cuatro procedimientos
siguientes:

1. Medida de la capacidad de combinacion de la sangre con el O, en el aparato de Van
Slyke {Método gasométrico).
2. Medida del contenido de hierro en la sangre (Método Quimico).

. Medida colorimétrica de la densidad de la sangre total en solucién de sulfato de cobre de

d

densidad conocida y la determinacién posterior de la hemoglobina apartir de unas
graficas previamente elaboradas {(Método fisico o gravimétrico).
4. Medida colorimétrica de un derivado ccloreado de la hemoglobina (por ejemplo: fa

oxihemog!obina, Ia hematina 4cida, la hemétina alcalina y la cianometahemoglobina) y
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comparacién de la muestra desconocida con una estindar, mediante un método visual,
fotoeléctrico o electronico.
En la sangre normal la hemoglobina y el recuento de hematies puede deducirse
apartir del hematocrito (micrométedo) segin las siguientes formulas:
a) 1 unidad de hematocrito= 0.34 g de hemoglobina/100ml

b) 1 unidad de hematocrito= 107 000 hematies/ml” de sangre.”*

4.6.2.1. Procedimiento

1) Se hizo la recopilacién de los valores de hematacrito.

2) Mediante la formula : 1 unidad de hematocritc = 0.34 g de hemogiobina/100m! de
sangre se calculé el valor de la hemoglobina para cada uno de los ratones Balb/c
tratados.

3) Una vez obtenidos estos valores se obtuvo la media y la desviacion estindar par cada
una de las sustancias estudiadas asi como para los controles.

4) Se hizo la grifica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio.

4.6.2. HEMATOCRITO (Micrométedo)

Fundamento

La proporcion del volumen sanguineo que ocupan los eritrocitos (Hematocrito)
puede determinarse mediante una centrifugacidn capaz de amontonar a los hematies en el
menor volumen posible. Este pardmetro se expresa generalmente en tanto por ciento.” El
hematocrito venoso coincide estrechamente con el obtenido por puncién; ambos son
mayores que ¢l hematocrito corporal total.”

Con el fin de determinar el hematocrito es necesarto usar un anticoagulante que no
cambie ¢! volumen de los eritrocitos, como la heparinz, una mezcla de oxalatos de potasio y

amoniaco o EDTA. Este indice puede ser medido en una escala *macro*, centrifugando a
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relativamente pocas revoluciones, o en una escala *micro*, mediante tubos capilares y alta

velocidad de centrifugacion.™

El hematocrito es usado para determinar indices eritrocitarios, calcular el volumen

de sangre y la masa eritrocitica total y establecer si €l paciente se encuentra en estado

anémico.®

4.6.2.1. Procedimiento ***

En un tubo capilar de aproximadamente 7 cm. de longitud es llenado por atraccion
capilar con la muestra de sangre con anticoagulante en unas % partes. El extremo vacio es
sellado a fuego por medio de un mechero.

Los tubos que contienen la muestra de sangre se colocaron en los canales radiales de
la centrifuga ultra ripida para microhematocrito situande el extremo obturado en la parte

opuesta al centro ¥ se opero a 10 800 r.p.m. durante 5 min.

El fondo del tubo capilar contiene los hematies agrupados y encima de ellos existe
una capa amarillenta constituida por leucocitos y plaquetas. Mediante una regla
milimétrica, sin agitar el tubo se midié [a distancia {en mm) que ocupan los hematies desde

el fondo de! tubo hasta por debajo de la capa de leucocitos y plaquetas.

De donde :
hematocrito = Volumen ocupado por los hematies (mm)x100

Volumen total de la muestra {mm)

® Una vez obtenidos estos valores se obtuvo la media y la desviacién estindar par cada

una de las sustancias estudiadas asi como para los confroles.



e Sc hizo la grifica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio.

4.6.3. CONTEO CELULAR

Fundamento

El recuento de eritrocitos y leucocitos en la sangre periférica ha sido fundamental
en la hematologia. La unidad de volumen para los recuentos celulares es expresado en mm3
debido a las dimensiones lineales de la cdmara hemacitométrica.”

El principio general del método del hematocitometro para el recuento de leucocitos
comprende el empleo de una solucién 4cida (Liguido de Turck) que lisa a los hematies pero
no altera a los leucocitos o células nucleadas (con o sin tincién nuclear). La solucién 4cida
se utiliza para diluir la sangre en una pipeta especial para leucocitos; en el caso del recuento

de eritrocitos se emplea el liquido llamado Hayen que es un anticoagulante isotdnico t

4.6.3.1. Procedimiento’™"

a. Conteo de eritrocitos:

1) Se lend la pipeta de Thoma para diluir eritrocitos hasta la marca de 0.5 con sangre
conteniendo anticoagulante.

2) La pipeta inclinada aproximadamente 45° se giré mientras se llenaba con el liquido de
Hayen hasta la marca de 101.

3) Tapando con el dedo el extremo inferior de fa pipeta, se retiré con cuidado ef tubo de
aspersion.

4) Toméndola entre los dedos indice y pulgar se someti6 la pipeta a agitacién durante 3
min. '

5) Se tiraron las primeras 5 gotas y se llené la cimara hematocimétrica por capilaridad, sin

que se derramara por los canales y a su vez quedara bien cubierta la superficie.
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6} Se dejé reposar 3 min. y se observé al microscopio.

7) Se hizo la cuenta de eritrocitos en 5 cuadros de los 25 cuadros pequefios del centro (los 4
extremos y el del centro) de la camara hematocimétrica.

8) Para conocer el valor eritrocitario, a Ia suma de eritrocitos contados se le agregaron 0000
ceros y el resultado se da en eritrocitos por mm®.

9} La cuenta se hizo por triplicado, se calculd la media y la desviacién estindar y se hizo la
grafica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio de cada una de

las sustancias estudiadas.

b. Conteo de leucocitos:

1) Se Hené la pipeta de Thoma para diluir leucocitos hasta la marca de 0.5 con sangre
conteniendo anticoagulante

2) La pipeta inclinada aproximadamente 45° se gird mientras se llepaba con el liquido de
Turck hasta la marca de 11

3) Tapando con el dedo el extremo inferior de la pipeta, se retird con cuidado el tubo de
aspersién

4) Toméndola entre los dedos indice y pulgar se sometié la pipeta a agitacion durante 3
min.

53) Se tiraron las primeras 5 gotas y se llend la cimara hematocimétrica por capilaridad, sin
que se derramara por los canales y a su vez quedara bien cubierta la superficie

6) Se dejd reposar 3 min. y se observé al microscopio

7) Se hizp la cuenta de leucocitos en las 4 cuadriculas grandes de los extremos de la cAmara
hematocimétrica

8) Para conocer el valor leucocitario, a la suma de leucocitos contados se multiplicé por 50
y el resultado se da en leucocitos por mm®

9) La cuenta se hizo por triplicado, se calculo la media y la desviacién estandar y se hizo la
grafica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio de cada una de

las sustancias estudiadas,
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4.6.4. CUENTA DIFERENCIAL

Fundamento

El examen de la sangre desecada se refiere a un estudio citoldgico de globulos,
extendidos sobre el porta objetos, fijados y tefiidos.
La cuenta diferencial proporciona una gran informacion de los elementos que forman

a la sangre.

4.6.4.1. Procedimiento **'°

1) En el extremo de un portaobjetos, limpio y desengrasado se depositd una pequefia gota
de sangre recién extraida y con anticoagulante.

2) Con otro portachjetos de bordes esmerilados se hizo un 4ngulo de 45°, se colocd sobre
la gota de sangre y s¢ dejé difundir por capilaridad a lo largo de la arista del porta
objetos, con un movimiento suave se¢ realizd la extensién de sangre lo mis delgada
posible.

3) Se dejo secar la extension al aire libre para evitar [a ruptura de las células.

4) En una cdmara de tincidn conteniendo el Colorante de Wright se coloct la extension
seca durante 3 min.

5) Sin escurrir ni secar la extensién se coloca en otra camara de tincion conteniendo agua

destilada durante 5 min.



6) Una vez transcurridos los 5 min. se saca de la cimara y se deja secar.
7) Se observa al microscopio y s hace el conteo diferencial por triplicado.
Se calculé la media y Ia desviacién estandar y se hizo la grafica correspondiente en forma de

histograma con los valores promedio de cada una de las sustancias estudiadas.

4.7. CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS
TOTALES (DOT-ELISA)

Fundamento

Los ensayos inmunoenzimaticos (AIE) han sido desarrollados principalmente para la
detecciéon de Ag o Ac presentes en los fluidos corporales como una alternativa del
radioinmunoanslisis.®*

Actualmente existen dos tipos de AIE :
a) Heterogéneo: aqui el Ag o Ac conjugado con la enzima es separado del complejo
enzima-Ag-Ac , antes de medir su actividad enzimatica.
b) Homogéneo: la actividad enzimatica del Ag marcado es medida de la presencia del
complejo Ag-Ac.

El analisis inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA) corresponde a un AIE
heterogéneo, o sea que ¢l Ag o Ac es fijado primero a un soporte inerte, luego se hace
reaccionar con el Ag o Ac comrespondiente, que estard marcado con una enzima,
posteriormente se lava para eliminar el cc;njugado que ne reaccioné y se mide la capacidad
de hidrolisis de la enzima sobre su correspondiente sustrato. Generalmente se determina el
grado de transformacion del sustrato incoloro a un producto coloreado, el cual se puede

observar a simple vista o medirse espectrofotémetricamente.*
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Existe gran variedad en los sopories o fases s6lidas para llevar acabo la técnica
ELISA como puede ser: particulas de celulosa, poliacrilamida, silic6n, goma, poliestireno,
polipropileno, polivinil y otros plisticos . Una alternativa es el papel de nitrocelulosa, que
tiene caracteristicas de adsorcion superiores a otros soportes como €l vidrio y el
poliestireno. Originalmente la nitrocelulosa se utilizé en técnicas de Inmunotransferencia
(Immunoblotting), posteriormente se ha utilizado en ELISA para detectar y analizar a una
gran variedad de proteinas, incliyendo Ig aplicadas en “pequeflas cantidades.
Recientemente es utilizado en una variedad de formas y tamafios para la deteccién de
algunos pat6genos humanos y sus Ag.?

La ELISA ha sido wtilizada en epidemiologia y en el diagnéstico de enfermedades
infecciosas, no obstante son usadas rutinariamente en la produccién de Ac’s monoclonales,

purificacién de Ac, deteccidn y cuantificacion de hormonas, drogas, Ac especificos y

totales, etc. 727

El Dot-ELISA es un ensayo inmunométrico utilizado en la serodiagnosis de
infecciones e identificacion de Ac monoclonales; en [a cual pueden ser usados volimenes
pequefios de Ag como puede ser de hasta 1.0 ml adsorbidos en discos de membrana de
nitrocelulosa® no requiere de equipo sofisticado , ni gran entrenamiento técnico del
personal que realiza la prueba , puede ser desarrollada en 4-5 hrs. y los reactivos son
bastante estables. Se tieme reportada en promedio una sensibilidad del 98.8 % y una
especificidad del 98.3%. 5™
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4.7.1. Procedimiento (Fig.17)°

1. Inmovilizacién del Ac en los discos de nitrocelulosa
(Fase sOlida)

=2
@ 2 -Bloqueo y lavado
S—
=  ~

3. Incubacién con el conjugado

4. Lavado para eliminar el exceso de conjugado
—

o O
O
o5 5. Incubacidn con el sustrato enzimatico ( O Yy
3 deteccidn del producto ( @ )
)
QO O~
» 00O @
O
Sustrato Hidrolizado
Antigeno
Fases6lida  Anticuerpo Enzimas Sustrato

Figura 17, Pasos a seguir para Iz realizacion del Inmunoedot ELISA en discos de nitrocelulosa. El Grado de Reaccién
mn’mﬂﬁm=€ar[&daddeAn'sp:mmmhsmm
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OH ' 0

+ B0, Peroxidasa O@ +H,0 + HCI

Cl 0
Naftoquinona
a-Cloronaftol (Color Violeta)

Obtencion del Suero empleado para la cuantificacion de Ac:
1) lml de sangre obtenida intracardifcamente se depositaron en un tubo eppendorf , se
dejé a temperatura ambiente hasta 1a obtencion del codgulo.
2} Por medio de un palillo de madera se separd el codgulo y se centrifugé a 3000 r.p.m.
3) durante 5 min.

4) Posteriormente por medio de una pipeia Pasteur se obtuvo el suero

1.- Inmovilizacién del Ac al papel de Nitrocelulosa (NC):
Se realizaron las siguientes diluciones con SSF de los sueros obtenidos: 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320, 1:640, 1:1280
Se colocaron 10 mi de cada una de las diluciones del suero , asi como también del suero
concentrado en los discos de papel de NC. )
Se dejaron secar a temperatura ambiente por 30 min. aproximadamente

2.- Bloqueo de los sitios libres del papel de NC con leche descremada at 5%:
Se preparé una solucién de leche descremada al 5% en TBS a pH de 7.2 (Ver apéndice)
Los discos de papel de NC ya impregnados y secos se sumergieron en la solucion
bloqueadora de leche descremada al 5% durante 2 hrs. con agitacion constante.
Pasadas las 2 hrs. se hacieron 3 lavados a los discos de papel de NC con una solucion de

TBS a pH 7.2



3.- Incubacién con el conjugado:
Se prepard una solucién 1:500 de Proteina A-peroxidada (ver apéndice) en SSF.
Se tomaron y sumergieron los disco de papel de NC en la solucidn de Proteina A durante 1
hora.
Posteriormente se realizaron 5 lavados a los discos de papel de NC con una solucién de
TBS-Tween al 0.005% .

4,- Incubacién con el sustrato:
Cada disco fue incubado con 1.0 ml de la solucidn reveladora de a-cloronaftol (Ver
apéndice) durante 30 min. a temperatura ambiente.
Se descart6 Ia solucién reveladora y se realizd un lavado con TBS
Se dejaron secar a temperatura ambiente y se eligié el titulo de Ac totales en donde el color

del revelado estuviera bien definido.

4.8. FAGOCITOSIS (Método de Carbén Coloidal)

Estudios previos (Halpern, Biozzi and Mené, 1950) han demostrado que cuando se
administran dosis de tinta India comercial por debajo de 16 mg Carbon/100g por via IV la
eliminacién de particulas de carbén por la sangre siguen una ley matemdtica simple, donde
la concentracion en la sangre es una funcién exponencial del tiempo. Casi todo el carbén
inyectado después es encontrado en ¢l higado y bazo.

La velocidad de fagocitosis de las particulas de carbon siempre empieza con una
velocidad méxima constante que es independiente de Ia concentracién. Sin embargo, la
velocidad de fagocitosis después disminuye logaritmicamente por el efecto de saturacién
de fas células. Esta disminucion depende del carbén inyectado y no del carbén fagocitado.
El efecto de saturacién del contenido de particulas de carbon absorbidas por las ¢élulas es
parcialmente compensado por el efecto de estimulacién de las particulas en la sangre.

Comenzando la fagocitosis a una velocidad maxima dada, las células del sistema
reticulo endotelial (SRE) dismihuyen su actividad mis rdpidamente rcuando se han
inyectado pequefias dosis de carbén que cuando s¢ administran dosis mayores. La forma

exponencial de la curva de eliminacién por la sangre es un reflejo de la saturacién de las
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células por las particulas absorbidas. Sf las particulas fagocitadas no han saturade las
células, ta curva de eliminacién de particulas por la sangre tiende a formar una linea recta.®

La velocidad de eliminacién de carbon coleidal por la sangre (inyectado IV) con
frecuencia es utilizada para medir la actividad fagocitica de las células reticuloendoteliales
en experimentos con animales. Variaciones experimentales en Ia eliminacién de particulas
de carbén ocurre en diferentes circunstancias, por ejemplo: se ha reportado una velocidad
de eliminacion aumentada en verano y disminuida en invierno; elevacion en [a temperatura
ambiente causa aumento en la velocidad de eliminacion; infecciones de diferentes tipos
tienen influencia en la velocidad de eliminacién.?

La velocidad de eliminacién de coloides simples in vive no estd limitada por
factores humorales y por lo tanto es ura medida directa de la funcién fagocitica de los
macrofagos en contacto con la sangre. El carbén coloidal es acumulado selectivamente en
las células de Kupffer del higado en un 90% aproximadamente y en los macréfagos de la

pulpa roja del bazo en un 10% 2%

4.8.1. Procedimiento:(fig.18)”

1.- Agente Inmunocestimulante
LP.

=

2.- Suspensién de Carbon
1.v.

<

3.- Toma de muestra de sangre
P.R.O.
4.- Medicién Espectrofotométrica a
1= 650 am
Figura no. 18. Actividad Fagocitica /méoda del Cacbén Coloidal)
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de 25-30 g. de peso por cada sustancia a probar.

2.- Suspension de Carbén tabla no. 3:
Tabla No. 3 .Adminisiracién de la suspension de carbon por via IV.

Se administraron 10mg/Kg. de peso de la sustancia estudiada por via IP a 15 ratones Balb/c

Administracién de la

No. de Ratones Sustancia bajo estudio
Suspencién de Carbén
5 H20 libre de pirégenos Después de 24 hr
5 FESCDIPINA Después de 6 hr
5 FESCDIPINA Después de 12 hr
5 FESCDIPINA Después de 24 hr
5 BCG Después de 6 hr
5 BCG Después de 12 hr
5 BCG Después de 24 hr
5 Quitosan Después de 6 hr
5 Quitosan Después de 12 hr
5 Quitosan Después de 24 hr
5 Nifedipina Después de 6 hr
5 Nifedipina Después de 12 hr
5 Nifedipina Después de 24 hr

3.- Toma de muestra de Sangre:
Por medio de tubos capilares de vidrio heparinizados y calibrados a 25 ul se tomaron
muestras de sangre de 25 pl en intervalos de tiempo de 3, 6, 9, 12, y 15 min. del PRO. ** se
colocaron en 2ml. de Na,CO, at 0.1% (ver apéndice) y se homogeneiz6 con suavidad.

4.- Medicidén espectrofotométrica:
Se tomaron las muestras ya lisadas y se ley6 en el espoectrofotémetro la absorbancia de
cada una a una A = 6506nm.
Se grafico el log. de la Absorbancia vs. el tiempo y se saco la regresidn lineal.
El rango de estimulacién se obtuvo dividiende el coeficiente de regresién de las muestras

(K aesers) €ntre el coeficiente de regresion del control (Kogura)-
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0o —
02— KePendierte de la regresion fineal
04 —
Log Abs.
06 — .
K{muestra) 1.0-1.2 no efectivo
1.3-1.5 estimulacion
08 K{control) >15 nmuyactivo
10 <1 supresion
0 3 6 9 2 15

Tienpo{rrin)

Figura 19. Rangos de estimulacién

4.9. PESO DE ORGANOS LINFOIDES

Como ya se sabe el higado, bazo y timo sor algunos de los drganos linfoides que
forman parte del S1.*

En el feto la maduracion de linfocitos B corre a cargo del higado mientras que en el
adulto esta funcion la realiza fa médula Osea. El higado es el drgano hematopoyético y
linfopoyético més importante durante la vida fetal de los mamiferos.®

El timo del ratén contiene casi exclusivamente células de la serie T pero en otros
animales pueden existir cantidades variables de células By T.*

La capacidad que presentan los linfocitos de recircular desde la sangre a los tejidos y
viceversa a través del sistema linfitico, junto con su larga vida media y su especificidad

antigénica les confieren caracteristicas idoneas como células efectoras centrales en la RI. La
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mezcla total de la poblacion linfocitaria tiene lugar especialmente en el bazo y ganglios

linfiticos.”

4.9.1. Procedimiento:

Después de que a los ratones se les tomé la muestra de sangre son sacrificados,
posteriormente se les hace una incisién longitudinal de aproximadamente 5cm. y se localiza
el higado, bazo y timo.

Una vez localizados dichos érganos, estos son extraidos y depositados en un
recipiente identificado para cada uno de los ratones y conteniendo fenol absoluto.

Se tomé el drgano a pesar con pinzas de diseccién y se colocd en una caja petri la
cual fue llevada a la bascula en donde se obtuvo el peso de cada 6rgano por separado;
después se regresan los 6rganos a un recipiente identificado para cada uno de los ratones

pero ahora conteniendo fenol al 10%.

4.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados en las pruebas 4.6 y 4.9 fueron analizadas para determinar su
significancia estadistica utilizando una prucba t student para muestras pequefias con un
nivel de significancia = 0.025 y.un % de confianza = 95, determinando con esto los

intervalos de confianza para cada variable
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5.0.RESULTADOS

5.1. Pruebas Hematologicas

Los resuitados de las prucbas hematolégicas realizadas a los ratones Balb/c utilizados
como control se muestran en la tabla no. 4
Tabla Ne.4.Valores Hematologicos de ratones Balb/c control
inoculados con H20 libre de pirdgenos por VIP.
Ty Hio B R L N E
g% % 2103/mm3 %106/mm? % % %
1 213 35.76 3.10 5.9 51 7 3
2 13.37 40.80 2.50 7.39 92 6 2
3 91 %32 263 335 50 3 1
3 1.7z 3448 340 7.60 53 3 1
B 1238 3612 335 7.26 95 4 1 1t
6 13.15 38.70 350 7.65 93 5 2 i
7 1578 4642 290 5.00 89 9 2 l
3 1474 1537 350 [F:) 91 g [ |
5 1338 36.12 263 551 [ [ ) |
10 T4 3253 740 6.12 [ [ F] I
i 10.64 3130 390 572 91 7 2
E] 1057 2.1 325 558 ) 7 3
5] 1287 37.87 210 355 52 3 2
Xl 1062 3i2s 355 (X 9 10 1
T 35 [IKE] 470 50 95 4 1
Hb = Hanoglobina a gramos pocticnaro
Hio= Hem#ocrito ca 3
B = Lencocins
R = Eriarociics
L = Lisfocios
N = Nexréfilos
E = Ecsinéfilos

En las tablas 5,6,7,8,9 y 10 se presentan los datps hematolégicos de los ratones

Balb/c inoculados con BCG,Quitosan y Fescdipina respectivamente.

Tabla No. 5 Valores Hematolégicos de ratonesBalb/c

inoculados con 0.1 ml de BCG por VIP

Hb Hio B R L N E
I % % A103/mm? x10570end % % % T
[ 9.599 2948 4.50 7.50 [3 3 2 ||
2z 1287 37.87 6.30 7.09 ) 8 2 |
3 13,70 4330 340 750 93 4 3
] TL.37 34.04 2.10 146 83 14 3
I s 1404 4130 3.10 651 92 [ 2
6 1236 36.36 425 419 £ 9 1
7 £1.35 3483 420 692 89 9 2
2 1245 3958 435 7235 £ 2 )
9 12.03 3540 410 712 92 5 3
10 13.28 1906 5.67 678 %0 7 3
—
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- Tabla Ne. 6 Valores Hematolégicos de ratonesBalb/c
inoculados con 100mg/Kg de Quitosan por VIP.

Hb Hw B R L N E
v% % x203/mm?3 x106/mm3 % % %
i 15.02 44.183 3.45 6.4% -85 5 0
2 14.77 43.47 4.25 5.50 35 6 9
3 12,24 36.00 .10 4.95 33 5 12
4 13.87 40.81 4.00 6.15 33 8 9
5 13.00 38.25 2.95 5.21 89 7 4
6 14.38 42.30 3.25 4.84 o2 5 3
7 14.34 42.20 4.20 7.80 93 6 1
3 13.72 4033 235 6.50 92 5 3
9 14.11 41.50 3.25 7.30 (5] 10 5
10 13.91 40.92 2.70 5.20 £9 7 4
Kb = Hanoglobina e gramos porcicneo "
Hwo= Hematocrico ca
8 = Leucovitos
R = Eritrocsics
L = Linfockos
N = Noprsfiles
E = Eosindfios

Tabla No.7 Valores Hematol6gicos de ratonesBalb/c
inoculados con 100mg/Kg de Quitosan por VIP.

B R L N E
x103/mm3 xi06/mm3 % % % "
[ 4.20 5.82 94 1 5
2 4.65 T7.49 [ 2 4
3 2.92 38.00 4.60 5 30 92 4 []
4 3.33 39.21 4.40 .33 [2] 4 3
3 4,65 43.09 4.62 7.00 94 2 4
[3 13.21 18.87 4.64 5.93 92 4 4 ||
7 §2.62 37.13 4.47 6.26 92 3 F]
i [] 13.45 .53 4.32 6.11 3 2 5
9 13.02 38.38 4.31 6.10 93 3 4
" 10 12.71 37.40 4.27 5.99 [7] 2 &
Hb - o ——
Hio= Hematocrito cn porciento
B = Leococias
R = Ericrocieos R
L = Liafocitos
N = Nenrifilos
E = Eocindflon




Tabla No.8 Valores HematolSgicos de ratones Balb/c
inoculados con 100mg/Kg de Fescdipina por VIP.

————
R L N E
%106/mm3 % % %
1 13.12 33.59 1.65 8.02 89 7 4
2 12.94 38.06 2.45 $.29 87 9 4
3 13.26 39.02 2.60 794 94 4 2
i 4 14.16 41.66 3.50 .96 84 19 [
5 13.56 41.07 2.1% 623 92 5 3
[ 13.30 39.13 2.50 6.20 L 3 3
(| 7 14.6% 43.10 2.35 6.96 88 8 4
8 13.70 40.32 1.50 5 60 3 2 5
9 14.23 42.30 1.50 6.14 2 6 2
| 10 13.17 38.75 2.5 6.34 92 4 4
HY = Hemoglobina en gramos porticnio
Huyw Henaorrino e
B = Loxockos
R = Ericrociscs
1 = Linfociecs
N = Neridfidos
E = Eosindfiios

Tabla No.9.Valores Hematol6gicos de ratones Balb/c
inoculados con 100 mg/Kg de Fescdipina por VIP.

wjo|ou|ulafrfes]alw|xr =
[N (%] E7Y [T I [P 01 EFY BN RS Prare]

|
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Tabla No. 10.Valeres Hematolégicos de ratones Balb/c
inoculados con 100 mg de Nxfedlpma por VIP.

Hb Heo L N E
% % xloifmﬁ xloﬁfmmi! % % %
I 11.49 33.80 1.15 6.30 % 3 1 |
1 12.44 36.60 1.55 595 (2] 5 1 |
3 12.44 36.60 440 6.01 20 7 3 15
4 12.24 36.00 1.55 5.97 96 3 1 11
5 11.90 35.00 1.45 539 94 4 F (|
6 12.10 35.6 1.00 6.97 97 2 1
7 12.41 365 1.25 5.36 94 5 i
3 12.17 358 1.43 583 2 6 2
9 12.00 35.4 395 6.10 95 3 2
[ 12.58 37.00 4.15 6.25 20 [ 4
Hb = Hemoghobins ed £ramos porcicolo
Hia= Hemasorrito on portiontn
B = Loucockos
R = Erierocisos
L = Lifocieos
N = Neotrdiilos
E = Eosinifilos

Se obtuvieron los valores promedio de los datos hematolégicos tanto de los valores
control como de Tos valores de los productos esmdiados asi como también se realizé la prueba
estadistica ¢ stadet con un porciento de confianza = 95%, estos datos se muestran en las figuras
20,21.22.23.24,25 vy 26 los valores de estos histogramas se encuentran resumidos en la tabla
no.11.

Tabla No. 11.Valores Hematolégicos promedio de ratones Balb/c
‘ b ™ Hio B R L N E “
g% % x103/mm3 | x106/mm3 % % %
12.37 36.41 3.39 6.098 O1.66 6.66 1.66
CONTROL() T ¥ 4 Y ¥ ¥ ¥
ALP 0.9837 2.8944 0.3541 0.3404 1.0197 0.9764 0.3425
12.51 36.81 4.24 6.92 90.30 6. 10 2.50
BCG @ T L] T t e
0.8682 25496 0.9313 0.5981 24012 z.szn 9.6073
QUITOSAN 13.93 41.00 3.35 6.05 £7.60 6.40 6.00
100mg/Kg ° T 0 ¢ T T @
0.5866 L7274 0.4538 0.7843 2.7617 1.1767 2.6312
QUITOSAN 13.10 38.45 344 6.33 92.90 2.70 340
100mg/Kg s 2 o o & i ¢
0.4512 1.3244 0.1218 0.3718 0.6257 0.7570 0.6026
FESCDIPINA 13.61 .20 231 6.6 %0.50 5.80 370
100mg/Kg o ] t @ 7 0 '3
0.4168 1.2500 0.4544 0.6546 23882 1.8997 0.8045
FESCDIPINA 1334 39.55 1.51 5 63 91.00 5.20 3.80
100Mg/Kg T 1} T T o o
0.9807 2.8852 0.6198 0. ss'rs 1.5801 1107 0.7380
NIFEDIPINA 12.18 35.8 2.10 6.06 93.80 4.63 1.80
o .t L T © T s
0.2303 0.6771 0.9567 0.2505 1.7441 1.2490 0.7380
Hh = Heonogiobin cn Dot POrcent E = Exindfile
Hao = Hemstocries on poccicain
B = Leococis
B = Ericocioy
L = Lisfociss
N = NeurtlGlos
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/100 ml

Figura 20. Valores promedio de hemoglobina obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.
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Las barras de error indican el itervalo de confarza obicnido mediante la prueba estadistica
¢t stude nt con un nivel de significancia=0.025 y un % de confanza=95
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Porclento (%)

45

40

Figura 21. Valores promedio de hematocrito obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.

40.2 '|' 39.55

4

35.83

Control
Quitosan 1
Quitosan 2

Fescdipinal
Fescdipina2
Nifedipina

Las bamras de error indican el intervalo de confianza obtenido mediante la prucba ¢stadistica
t student con un nivel de significancia=0.025 y un % de confanza~95
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Leucocltos X 10 3/ mm3

Figura 22. Valores promedio de leucocitos obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.

— —| 4.24

_I_ 4.44

3.39 3.35
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21

Control

BCG

Quitosan 1

Quitosan 2
Fescdipina 2

Fescdipina 1

Nifedipina

Las barras de error indican el intervalo de confianza obtenido mediante Ia prueba estadistica

t student con un nivel de significancia<0.025 y un % de confianza=95

* Valor con diferencia estadisticamente significativo con respecto a los controles
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Eritrocitos X 10/mms

Figura 23. Valores promedio de eritrocitos obtenidos de ratones

Balb/c inoculados con los productos estudiados por via SC.
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Fescdipina2
Nifedipina

Las barras de error indican el intervalo de confianzz obtenido mediante fa prueba estadistica
t student con un nivel de significancia=0.025 y tm % de confianza=95

63




Porciento (%)

Figura 24. Valores promedio de linfocitos obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.
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Las barras de error indican el intervalo de confianza obtenido mediante b prucba estadistica

t student con un nivel de significanciz=0.025 y un % de conflanza=95



Porclento (%)

10

Figura 25. Valores promedic de neutréfilos obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.
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1 as barras &¢ error indican el mervalo de confanza obtenido mediante 1 prueba estadistica
t student con un nivel de significancia=0.025 y un % de confianza=95
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Porclento (%)

Figura 26. Valores promedio de eosinéfilos obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.
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Las barras de error indican ¢f intervalo de conftanza obtenido mediante la prueba estadistica

t student con un nivel de significancia=0.025 y un % de conflanza=95

* Valor con diferencia estadisticamente significativo con respecto a los controles
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5.2. Actividad fagocitica

Para determinar la actividad fagocitica se realizaron curvas de Log Absorbancia contra
Tiempe, las cuales se muestran en las figuras 27,28 v 29, y los
datos de dichas curvas son expuestas en las tablas de la 12 a [a 24.

Tabla No.12 Valores promedio de la Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
control inoculados con ALP por via IP a una A=650 nm.

Tiempo Absorbancia Logaritmo

(min.) nm Absorbancia
3 0.0364 -1.4390 £ 0.1417
[ 0.0348 -1.4600 + 01475
9 0.0334 -1.4779 £ 0.1573
12 0-1313 -L.5048 + 0.1567
15 0.0292 -1.5349 +0.1703

La grafica correspondiente se muestra en la fig 27, 28 y 29 cuyos valores de regresion
(obtenidos utilizando calculadora personal) son: r2=09891 y m=-7.8866x 10-3

Tabla No. 13 Valores promedio de [a Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con FESCDIPINA 6 hrs. antes por VIP
a una A= 650nm.

Tiempo Absorbancia Logaritmo
{min.) am, Absorbasciz
3 0.0360 -1.4436 £ 0.2008
6 0.0337 -1.4721 £ 0.1246
9 0-0401 -1.3961 1+ 0.1197
12 0.0695 -1.1579 1 0.2085
15 0.0457 -1.3400 & C.1865

La grifica correspondiente se muestra en la fig. 27, cuyos valores de regresion (obtenidos
utilizando calculadora personal ) son: 2=04378 y m=0.0173
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Tabla Ne. 14 Valores promedio de la Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con FESCDIPINA 12 hrs. antes por VIP
auna A= 650 nm.

Tiempo Abserbancia Logaritmos
{min.) nm. Absorbancia
3 0.0370 -1.4311 + 0.0962
6 0.0338 -1.4710 £ 0.934
9 0.0337 -1.4741 £ 0.0168
12 0.0346 -1.4597 + 0.0648
15 0.0363 -1.4389 £0.0730

La grifica correspondiente se muestra en la fig. 28, cuyos valores de regresidn (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: 2=0.0367 y m=-14333x 10-4

Tabla No. 15 Valores promedic de la Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con FESCDIPINA 24 hrs antes por VIP
a una A= 650 nm.

Tiempo Absorbascia Logaritmo
{min.) am Absorbancia
3 0.0328 -1.4832 £ 0.1416
6 0.0307 -1.5124 £0.1012
9 0.0332 -1.4787 £ 0.1204
12 0.0299 -1.5232 + 0.0996
15 0.0299 -1.5243 £ 0.1319

La grifica correspondiente se muestra en fa fig. 29, cuyos valores de regresién (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: 12=0. 4496 y m=3.1 x 10-3

Tabta No.16.Valores promedio de la Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balbic
inoculados con BCG 6 hrs antes por VIP
auna A= 650 nim.

Tiempo Absorbaocis Logaritmo
{min.) am Absorbaacia
3 0.0370 -1.4314+0,1259
6 0.0334 -1.4760 £0.1261
9 0.0305 -1.5155 £0.1279
12 0.0261 -1.5822 + 0.1464
[H 0.0238 -1.6216 +0.1832

La gréfica correspondiente se muestra en la fig. 27, cuyos valores de regresién {obtenidos
utilizando calculadora personal) son: r2=0.9925 y m=-0.01622
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Tabla No.17 Valores promedio de Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con BCG 12 hrs antes por VIP
auna A= 650 nm.

Tiempe Absorbancia Logaritmo
{min.} nm Absorbagcia
3 0.0435 -1.3609 + 0.1003
& 0.0403 -1.3940 + 0.1093
9 £.0370 -1.4317 £ 0.1216
[F 0.0337 1.4711 £ 0.1465
15 0.0311 -1.5059+ 0.1618

La grafica correspondiente se muestra en la fig. 28, cuyos valores de regresién (obtenidos

utilizando calculadora personal) son: 2 =0.9992 y m=0.01223

Tabla No. 18 Valores promedio de Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con BCG 24 hrs antes por VIP
a una A= 650 nm.

Tiempo Absorbancia Logaritrmo
{min.) am Absorbanci
3 0.0342 -1.4658 & 0.0747
6 0.0326 -1.4866 + 0.0765
9 0.0305 -1.5144 £ 0.0811
12 0.0297 -1.5258 + 0.0800
15 0.0273 -1.5630 + 0.0915

La grafica comrespondiente se¢ muestra en la fig. 29, cuyos valores de regresion (obtenidos

utilizando calculadora personal) son: 2=0.9983 y m=-8.2066 x 103

Tabla No.19 Valores promedio de Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con QUITOSAN 6 hrs antes por VIP
a upa A= 650 nm.

Tiempo Absorbancia Logaritmo
{min.) Bt Absorhancia
3 0.0274 -1.5620 + 0.0583
6 0.0238 -1.6231 + 0.0614
9 0.0217 -1.6627 £ 0.0749
12 0.0192 -1.7158 + 0.1188
15 0.0167 -1.7758 + 0.1152

La grafica correspondiente se muestra en la fig. 27, cuyos valores de regresion (obten
utilizando catculadora personal) son: 12 =0.9957 y m=-0.01734

dos
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Tabla No. 20 Valores promedio de Absorbancia de

muestras de sangre de ratones Balb/c

inoculados con QUITOSAN 12 hrs antes por VIP

auna A= 650 nm.

%cmpo Absorbancia Lagaritmo
{min.) nm Absorbancis
3 0.0537 -1.2760 £ 0.0795
6 0.0463 -1.3344 £ 0.0783
9 0.0411 -1.3861 1 0.0581
12 0.0334 +1.4152 1 0.0666
15 0.0344 -1.4624 1 0.9664

La gréfica correspondiente se muestra en la fig. 28, cuyos valores de regresi6n (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: r2 = 0. 9835 y m =-0.01552

Tabla Ne.21 Valores promedio de Absorbancia de
muestraras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con QUITOSAN 24 hrs antes por VIP
a una A= 650 nm.

Tiempo Absarbancia Logaritmo
(min.) nm Absorbancia
3 0.0336 «1.4727 £0.1232
6 0.0312 -1.5051 & .1282
9 0.0278 -1.5557 £ 0.1280
12 0.0263 -1,5792 £ 0.1364
i5 0.0260 -1.5842 £ 0.1377

La grafica correspondiente se muestra en la fig. 29, cuyos valores de regresion (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: r2=0.9832 y m=-0.0117

Tabla No.22 Valores promedio de Absorbancia de
muesiras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con NIFEDIPINA 6 hrs antes por VIP
auna A= 650 nm.

?umpo Absorbancis Logaritmo
{min.) nm Absorbancia
3 0.0305 -1.5155 +0.2022
6 0.0252 -1.5981 +0.1366
9 0.0262 -1.5805 + 0.0439
12 0.0289 -1.5379 £ 0.0603
15 0.0251 -1.5993 + 0.0300

La gréfica correspondiente s¢ muestra en la fig. 27, cuyos valores de regresién (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: 12 =0, 4502 y m =-0.0035
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Tabla No. 23 Valores promedio de Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con NIFEDIPINA 12 hrs antes por VIP
a una A= 650 nm.

Tiempo Absorbancia Logaritmo
{min.) nm Absorbancia
3 0.0234 -1.6297 + 0.1169
6 0.0264 -1.5776 + 0.0979
9 0.0232 -1.6337 £ 0.1742
12 0.0262 -1.5801 + 0.1855
15 0.0284 -1.5455 + 0.1649

La grafica correspondiente se muestra en la fig. 28, cuyos valores de regresién {obtenidos
utilizando calculadora personal) son: r2=90.6971 y m=553x 10-3

Tabla No. 24 Valores promedio de Absorbancia de
muestras de sangre de ratones Balb/c
inoculados con NIFEDIPINA 24 hrs antes por VIP
a una A= 650 nm.

Tiempo Absorbancia Logaritrao
{min.) am Absorbancix
3 0.0364 -1.4381 + 0.15%96
& 6.0316 -1.5001 £ 0.1447
9 0.0331 -1.4793 +0.0805
12 0.0368 -1.4332 £0.1511
15 0.0447 -1.3495 1 0.1422

La grafica correspondiente se muestra en la fig. 29, cuyos valores de regresion (obtenidos
utilizando calculadora personal) son: r2=0. 6669 y m=_8.13x 10-3

Mediante los valores de la pendiente de las curvas ya mencionados se obtuvo el Indice de
Actividad fagocitica que se muestra en la tabla no.25., y en la cual se observa que el conirol, la
Fescdipina y el BCG después de 24 hrs no tienen actividad estimulante, ain cuando el BCGes
un buen estimulante del SI, una de las razones de que el BCG haya tenido este
comportamiento puede ser que su aceidn es rédpida, ya que se observé que la temperatura
coorporal de los ratones aumentado en pocos minutos.
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Log. Absothanci

Fig. No. 27. VALORES PROMEDIO DE
LOGARITMO DE ABSORBANCIA
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Log. Absorbanci

Fig. No. 28. VALORES PROMEDIO DE
LOGARITMO DE ABSORBANCIA
12 HORAS
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l.og. Absorbanci

Fig. No. 29. VALORES PROMEDIO DE
LOGARITMO DE ABSORBANCIA
24 Horas
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Tabla No. 25 Valores de * K * (Actividad Fagocitica) en [a

Prueba de Eliminactén de Carbon Coloidal

PRODUCTO TIEMPO *E*
(Hrs)

ALP 24 1
FESCDIPINA 6 -2.19335
FESCDIPINA 12 0.0181
FESCDIPINA 24 0.3590

BCG 6 2.0566

BCG 12 1.5515

BCG 24 1.0405

QUITOSAN 6 2.1990
QUITOSAN 12 1.9678
QUITOSAN 24 1.4957
NIFEDIPINA 6 0.4539
NIFEDIPINA 2 -0.7011
NIFEDIPINA 24 -1.0317

Las gréficas correspondientes son mostradas en las figuras 30, 31 y 32
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Figura 30. Valores de "K". Actividad fagocitica a las 6 Hrs.
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Figura 32. Valores de "K". Actividad fagocitica a las 24 hrs.
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5.3. Cuantificaciéon de anticuerpos totales

Se trabajaron varias diluciones del suero de raton (1:20.a 1:1280) y los titulos de Ac’s
totales se encuentran resumidos en la tabla no.26. Observandose que el titulo mas alto lo
alcanzé el Quitosan a una dosis de 100 mg/Kg de peso y el BCG

Tabla No. 26 Titulo de Anticuerpos por el metodo de DOT-ELISA

Concentrado
1:20 1:40 1:30 1:160 i:320 1:640 1:1280
+ + - - - - - -
BCG + + + + + + + -
Quitosan
160 + + + + + + - -
ug/Kg
Quitosan
100 + + + + + + + -
mg/KG
Fescdipina
100 + + + - - - - -
ne/Ke
Fescdipina
100 + + + - - - - -
mg/Kg
Nifedipina
100 + + + - - - - -
mg/kg
+ Presencia de Anticuerpos
- Ausencia de Anticuerpos de

ET® TESIS WO DEBE -
SALIE LT LA BIRLIBTECA



5.4. Peso de Organos Linfoides

Los valores del peso de los diferentes 6rganos (higado, bazo y timo) de los controles
se exponen en la tablas 27.

Tabla No27.Valores de peso de los 6rganos de ratones Bailb/c
control inoculade con ALP por via IP

" Bazo Higado
2. g.
1 0.1 1.8
2 0.11 1.52
3 0.14 1.66
4 0.14 1.71
5 0.20 1.54
G 0.16 1.54
7 0.18 1.79
3 0.16 1.89
9 0.16 1.80
1.72
1.68- -
1.95
1.82
1.68
204
1.745
0.1516
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Los datos promedio de los valores de peso de los érganos de cada una de Jas sustancias
estudiadas se muestran en fa fig. 33, 34 y 35 asi como los valores del intervalo dde confianza
calculados por el método t studer con un porciento de confianza = 95% y los valores
correspondientes se resumen en la tabla no.23.

Tabla No.28 Valores promedio de peso
de los érganos de ratones Balb/c

" Bazo Higado
B- g
CONTROL | 0.17 1.74
* +
0.0343 0.1516
BCG 0.174 1.603
+ +
0.0386 | 0.1306
QUITOSAN | 0.161 1.761 0.142
100pg/Kg + + *
0.0321 | 03372 0.0220
QUITOSAN | 0.159 1.660
100mg/Kg + +
0.0179 | 0.0435
FESCDIPINA | 0.153 1.813
100pg/Kg * +
0.0188 0.0644
FESCDIPINA | 0.154 1.7390
100mg/Kg + +
0.0254 | 0.1353
NIFEDIPINA | 0.178 1.763
100mg/Kg 3 +
0.0358 0.0285
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Peso (g)

Figura 33. Valores promedio de peso de bazo obtenidos de ratones
Balb/c inoculados con los productos en estudio por via SC.
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Las barras de error indican ef intervalo de confianza obtenido mediante fa prueba estadistica
t student con un nivel de significancia=0.025 y un % de conffarza=95
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Peso (g)

Figura 34. Valores promedio de peso de timo obtenidos de ratones
Balbic inocufadoscon los productos en estudio por via SC.
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Las barras de emor indican el intervalo de confianza obtenido mediante h prucba estadistica
t student con un nivel de significancia=0.023 y un % de¢ conflanza=95
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Peso (g)

Figura 35. Valores promedio de peso de higado de ratones Balb/c

inoculados con los productos estudiados por via SC.
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Las barras de ermor idican lintervalo de confianza obtenide mediante b prucba estadistica

t student con un nivet de significanci=0.023 y un % de confianz=95
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6.0.DISCUSION

La Inmunofarmacologia ¢s un disciplina joven que estd creciendo cada vez més y que se
relaciona estrechamente con el drea de la inmunologia y la farmacologia. Para algunos, la
inmunofarmacologia se define como €l estudio del efecto de agentes farmacéuticos sobre el sistema
inmune (SI) y sus funciones, y muchos de estos agentes pueden ser de origen endégeno, sintétice o
microbial. Otros consideran a la inmunofarmacologia como la realizacién de un efecto
farmacolégico con productos inmunologicos, por ej. con anticuerpos, linfocinas y otros que en su
mayoria consisten en proteinas. Para los clinicos, por otra parte {a inmunofarmacologia es la base
para el tratamiento de enfermedades del SI, particularmente las enfermedades autoinmunes,
reacciones anafilécticas y atdpicas.24

Dentro de la inmunologia se encuentra otra disciplina muy importante que debe tomarse en
cuenta cuando se esta estudiando o se estd trabajando con productos farmacéuticos y es la
inmunotoxicologia, que puede ser definida como ¢l estudio de los efectos toxicos en el SI, los
toxicélogos han enfocado solamente su atencién al riesgo potencial en el uso de productos
farmacéuticos y quimicos ambientales en la RL La pendemia del SIDA ha elevado esta
preocupacién, sin embargo desde hace décadas se han hecho investigaciones inmunotoxicoldgicas
por ej. en 1896 Abbott! demostré que la intoxicacidn con alcohol disminuye la resistencia natural
de conejos a infecciones con Streptococcus, y Swift reporté en 19227¢ la accién depresiva del
salicato de sodio en la inmunidad humoral; se ha encontrado también que los pesticidas, solventes,
hidrocarburos halogenados y arométicos, y metales, asf como también la radiacién ultravioleta
pueden producir toxicidad inmunoldgica.21 La preocupacion de los efectos en el SI aiin persisten y
crecen répidamente y por esto ahora la inmunotoxicologfa es completamente reconocida por la
comunidad cientifica como una subdisciplina relevante de fa toxicologia. EI uso de
inmunomoduladores o quimicos inmunotdxicos debe hacerse con mucho cuidado ya que algunas
consecuencias al utilizarse involucran la:

* disminuci6n de la resistencia a infecciones
* aumento en la incidencia de cancer

* desérdenes autoinmunes

* reacciones de hipersensibilidad

* estados de inmunodeficiencia e inmunosupresién severa.
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Es muy importante tener en cuenta ¢l significado de lo que es inmunofarmacologia e
inmunotoxicologia cuando se estd evaluando el efecto que pueden tener diferentes productos en el S, solo
asi se podra clasificar su efecto como téxico o terapéutico.”

La realizacion de un analisis completo en la sangre y un conteo de linfocitos, granulocitos,
eosindfilos y plaquetas son componcntes basicos de Ia inmunofarmacologia e inmunotoxicologia. Estas
pruebas son utiles para conocer el estado general de salud de una poblacitn.

La cuenta absoluta de linfocitos es critica: cuentas bajas (linfocitopenia) y cuentas altas de estas
célutas (linfocitosis) son seiial de defectos en el sistemz de células T y B o efectos sobre la médula 6sea. La
linfocitopenia puede presentarse como resultade de una infeccidn viral, mal nutricin, estrés y
autoinmunidad.®

Un examen de frotis de sangre periférica nos ayuda a reconocer morfologia anormal de células
blancas y rojas, v esta informacion es util para interpretar la cuenta de células vivas, tal como la
linfocitosis atipica o muchas infecciones virales agudas. ”

La cuenta absoluta de eosindfilos puede ser mmy idtil para encontrar desérdencs alérgicos,
enfermedades coligeno-vasculares y manifestaciones parasitarias,™ esto se debe a los factores
quimioticticos resultantes de las reacciones inmunolégicas. Los cosinéfilos pueden fijarse a la superficie de
alpunos pardsitos y matarlos; también pueden fijarse a larvas en presencia de anticuerpos y degranularse,
liberando algunas proteinas bésicas que son letales para el pardsito.”

Los antagonistas del Calcio tienden a disminuir las funciones y [a proliferacion de las células PMN
tal es el gjemplo de: Nifedipina, Ditiazem, Verapamil, Prenilamina y muchos otros, también algunos
farmacos de accién sobre el sistema nemoso alteran la proliferacién y funcicnes de los PMN como la
Prilocaina Tetracaina, Oxido nitroso, Tiopental ™

Analizando los resultados obtenidos en el presente trabajo en las pruebas hematoldgicas se observa
que existe un aumento significativo en ¢l mimero de eosinéfilos (ver fig.55) después de la administracién
del Quitosan; el BCG y la Fescdipina presentan este aumento pero en menor proporcion, a este respecto y
adelantandonos un poco a los resultados del indice de fagocitosis, en ellos se observa que el Quitosan tiene
el mayor indice de actividad fagocitica y s¢ ha observado que los eosinéfilos son capaces de moverse y
fagocitar, aunque menos activamente® y ésta puede ser la causa del aumento en los eosindfilos aunque
también podemos suponer que este aumento se deba a que los productos desarrollen alguna especic de
reaccidn alérgica pues también estas células se encuentran involucradas en este tipo de reacciones, no
creemos que pueda deberse algin tipo de infeccitn ya que entonces Iarnl;ién se hubiera visto afectada la
cuenta de leucacitos y esto no fue asi, ademds de que los animales utilizados se observaron sanos.



También se observé que tanto la Nifedipina como la Fescdipina provocan Leucopenia (ver fig. 22)
y estos casos con frecuencia estan relacionados con la posible intoxicacion por la exposicion con diferentes
compuestos quimicos. industrizles o ambientafes.™ Sin embargo, la mayoria de los casos son producto de
las reacciones secundarias de determinados firmacos, por ejemplo las sustancias alquilantes como
Myrelan, Demicolchin; antimetabolitos como 6-mercaptopurina y antagonistas de acido folico; algunocs
anticonvulsivantes como Mesantoina; antimicrobianos como el Cloramfenicol y sulfamidas; agentes
antiatritmicos como Fenilbutazona por mencionar algunos.”

Cuando una particula extrafia entra al interor del organismo humano, éste inmediatamente
responde para eliminarlo es en este momento cuando los kinfocitos se encargan de destruir a la particula
extraiia, esto lo hace ya sca secretando anticuerpos o bien directamente los destruye.®

El brazo efector de la RI humoral son los Anticuerpos, la presencia de estos en el suero Tepresenta
histéricamente la primera manifestacion de la inmunidad que fue medida in vifro. Los anticuerpos son
capaces de neutralizar toxinas, aglutinar bacterias y eritrocitos.

Segiin estudios realizados por Chedid en 1980 Ichiro A. en 1987 tamo el BCG como el
Quitosan ayudan a los linfocitos B en la produccién de cantidades mayores de Anticuerpos y estos
resultados los hemos corroborado mediante la prueba de Inmunodot-ELISA en donde estos dos productos
estimutaron la produccién de Anticuerpos totales ya que dieron titulos altos comparados con el control
negativo ALP; con respecto a la Nifedipina y a Ia Fescdipina se obtuvo un titulo de anticuerpos pero en
menor proporcion y esto no es indicative de algin tipo de estimulacion.

Como ya se sabe las células fagociticas se encargan entre otras cosas de eliminar las células
alteradas e intervienen en funciones metabdlicas importantes del ser vive. Gracias a la fagocitosis, se
eliminan del organismo un gran nimero de agentes patogenos.

La fagocitosis puede estar disminuida en el curso de algunas carencias inmunitarias
{granulomatosis séptica familiar, sindrome de Chediak Higashi). También puede preseatarse una
disminucién de la fagocitosis ent el curso de algunos tratamientos inmunosupresores (corticosteroides,
ciclofosfamida, radiaciones jonizantes) , las que sin embargo no solo afectan los mecanismos celulares de la
fagocitosis sino también la produccién de células fagociticas. Lz fagocitosis se puede estimular mediante la
activacién de células fagociticas, a nivel de los focos de agresion, en particular después c[e<la inyeccién de
diversos productos inmunoestimulantes (BCG, endotoxinas bacterianas, polinucledtidos sintéticos,
extractos bacterianos).®

En este trabajo la manera de evaluar la fagocitosis fue apartir del método de eliminacion en sangre
de particulas de carbén, en el cual se estudian algunas funciones de los fagocitos, en particular su foncién
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de captacién de particulas extrafias, sobre todo el sistema fagocitico involucrado en el sistema reticulo
endotelial.

Algunas otras pruebas que se realizan para estudiar a fas células fagociticas
son las siguientes:

a) In vivo

El inico m&odo que permite observar in vive los macrofagos o los PMN, consiste en crear
artificialmente un foco inflamatorio en condiciones tales que su wvaloracién pueda vigilarse con
microscopio. Existe otro método que es especialmente itil cuando s¢ requiere estudiar el poder‘bactericida
conferido después de la inmunizacion hacia bacterias que, en el animal normal se multiplican en los
macréfagos.®

b) In vitro

Los PMN sélo se pueden obteoer a partir de sangre o de exudados inflamatorics. Los macréfagos
se pueden obtener de la misma manera, pero también a partir del érgano o de fragmentos de érganos o de
cavidades naturales. Existen numerosas técnicas para obtener macrofagos en cultive, s¢ deben mantener en
un medio rico, compuesto por un medio sintético como el de Parker o ¢l de Eagle.’

Maediante el cilculo del indice de Ia actividad fagocitica encontramos que cuando se obtienen
valores menores de 1.2 Ia actividad estimulante es nula, tal es el caso de la Nifedipina y la Fescdipina y
esto se debe a que la mayoria de los antagonistas de calcio disminuyen las finciones de las células PMN.
Cuando los valores se encueniran entre 1.3 - 1.5 se dice que hay ligera estimulacién y en este rango
encontramos al BCG a las 12 y 24 hrs. de haberse administrado y a1 Quitosan a las 24 hrs; si los indices
son mayores de 1.5 s¢ estaria hablando de una fuerte estimulacion y aqui encontramos al BCG a las 6 hrs
de administrado y al Quitosan a las 6 y 12 hrs de administrado, probablemente esto se deba a que ¢l efecto
que sobre el SI tienen dichos compuestos sea de accion inmediata y en ¢l caso del BCG de poca duracidn,
también se comprueba que estos actiian estimulando la activacion de los macréfagos ya que estas son las
principales célufas que intervienen en el proceso de fagocitosis.

Una rufina préctica utilizada en toxicologia es €l peso de érganos que ¢s potencialmente afectada.
Los 6rganos linfiticos que son conveacionalmente usados para ser pesados son ¢l bazo, que és el depésito o
almacén para muchos linfocitos recirculantes; ¢f timo, que juega ¢l papel decisivo en el desarrollo del Sly
que es afectado por muchos agentes inmunotéxdcos y los ganglios linfiticos, gue son importantes para la
induccion de procesos inmunes.”

Los cambios en los valores de peso del bazo, higado y timo estin en funcitn de la concentracién y
por lo tanto en cantidad de células producidas en dichos érganos, al comparar los datos de muestros
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productos con los de los controles no se encuentra alteracién significativa cuando los resultados fueron
sometidos a la prucha estadistica r student los productos no intervienen en fa produccién de células, mas
bien se enfocarian a la proliferacién, activacion de células y a la intervencién de fas funciones celulares
aunque esto scria un poco dificil de probar.

Como se ha visto es importante el estudio de la accién inmune que tienen muchos productos
farmacéuticos pero las prucbas realizadas en este trabajo solo son Ia base del estudio, es necesario que s¢
lleve acabo el seguimiento para corrobar y asegurar que ¢l efecto que tienen sobre el SI es benéfico o no,
algunas de las pruebas posteriores que s¢ proponen puedan ser empleadas sc mencionan a continuacion:

1. Pruebas no funcionales
a. Patologia
b. Niveles de Ig basal
¢. Médula dsea
d. Enumeracién de Ieucocitos en fluidos broncoalveolar, cavidad peritoneal y piel
e. Analisis por citometria de flujo de subpoblaciones celulares y estados de mitosis

. Pruebas funcionales
a. Actividad de macrofagos
b. Actividad de célutas NK
. Respuesta de Ac a un Ag especifico
d. Respucsta de Ac a eritrocitos de carnero

[iI.Pruebas de inflamacion (hipersensibilidad retardada e hipersensibilidad por contacto) y
autoanticuerpos (generacion de artritis-Ac. contra coyumturas)

IV.Pruebas de autoinmunidad **

Con los resultados obtenidos en estas pruchas podemos clasificar a los productos no solo como
candidatos a inmunoestimulantes sino como inmunoestimulantes, inmunosupresores ¢ en su defecto como
productos que no son nocivos para el SL

Esta claro que mucho queda por hacer antes de que las diversas facetas de la inmunomodulacién
queden entendidas. El uso de agentes que intensifican o suprimen la RI especifica es cada vez mas
importante en nuestros intentos para entender y conocer més ampliamente al SI.

La posible utilidad de 1a potenciacion incluye no solo ¢l aumento de Ia respuesta a vacunas por
poner un gjemplo, sino también Ia restitucion: de las respuestas inmunes deterioradas o alteradas a grados
normales.
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Los enfoques experimentales hacia la inmunoterapia s¢ ha desarrollado a lo largo de varios
lincamientos importanies durante los tltimos affos. Las aplicaciones de la inmunoterapia en la prictica
clinica actual incluyen ademas del uso en la inmunodeficiencia, algunos tipos de infecciones virales y
algunos trastomos autoinmunitarios.

En la actualidad se estén investigando intensamente numerosos adyuvantes, inmunoestimulantes y
medicamentos con efectos especificos ¢ inespecificos tal es el caso de:

T-activin, Timodulin, Vroncho-vaxom, Picibanil, Timosina e-1, Azimexon, Imexon, Bropirinina, por
mencionar algunos.®

Probablemente los inmunomoduladores funcionan a diferentes niveles del 81 excepto en muy pocos
casos en que la célula blanca precisa se desconoce.

Hay Ia necesidad obvia de desarrollar agentes que puedan modificar la respueta inmunc para
mejoria d¢ pacientes con deficiencias inmunes, ya sea inhibiendo o intensificando selectivamente a una
subclase especifica de células inmunes, por ejemplo incrementar la actividad supresora en enfermedades
auntoinmunes, disminuir la actividad supresora en varias neoplasias malignas o aumentar [a actividad o el

mimero de células asesinas naturales en Ia Leucemia ™



7.0. CONCLUSIONES

1.- El efecto que tiene el Quitosan, Nifedipina y Fescdipina a nivel hematoldgico no es

significativo comparado en el control negativo ALP y con el BCG {inmuncestimulante, control

positivo).

2.- No hubo variacién del peso de los érganos af administrar los productos y compararlos con los

controles tanto negativo como positivo.

3.- La produccién de Ac totales se ve favorecida cuando se administes el Quitosan en una dosis de

100 mg/Kg de peso.

4.- La produccion de Ac’s totales es muy pobre cuando se utiliza Fescdipina y Nifedipina a las

dosis de 100 mcg y 100 mg / Kg de peso.
5.« El Quitosan y el BCG presentan actividad rapida a nivel fagocitico pero de poca duracion.

6.- El Quitosan y el BCG presentan actividad estimulante con relacion a su actividad fagocitica

evaluada por el método de eliminacidn de carbon coloidal.

7.- 'La Nifedipina y la Fescdipina no presentan actividad inmunoestimulante con relacién a su

actividad fagocitica evaluada por el método de eliminacién de carbdn coloidal.

8.- El Quitosan es un buen candidatc como agente inmunoestimulante ya que tanto en la
produccién de anticuerpos como en actividad fagocitica su comportamiento es similar y ¢n

ocasiones mayor al BCG.

9.- La Nifedipina y Fescdipina presentaron disminucion en Ia actividad fagocitica lo que podria ser

indicativo de actividad inmunosupresora.
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8. APENDICE

A) Amortiguador de Fosfatos pH 6.6
Fosfito disodico
Fosfato de potasio
Agua destilada c.b.p.

B) Carbonato de Sodio 0.1%

Carbonatop de Sodio
Agua destilada c.b.p.

C)YE.D.T.A. 5%
EDTA
Agua destilada c.b.p.
D) Liquido de Hayen
Dicloruro de mercurio
Cloruro de sédio
Sulfato de sodio
Agua destilada c.b.p.
E) Liquido de Turck
Acido acético glacial
Solucién al 1% de Azul de metileno
Agua destilada c.b.p.

F) Proteina A Fosfatasa 1:500

Proteina A fosfatasa reconstituida

Solucién Salina Fisiologica 0.9% ¢.b.p.

3.80g
547g.
100 mi,

0.1g
100 ml.

Sog
100

05¢g.
1.0g
508
200 ml.

1.0ml
1.0 ml,
100 ml.

10 pl.
5.0ml
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G) Solucién amortiguadora de Trietalonamina (TBS) pH 7.2

Cloruro de Sodio
Trietalonamina
Acido clorhidrico TN
Cloruro de Magnesio
Cloruro de Calcio
Agua destilada c.b.p.

T5g
28ml
17.0 mk.
0lg
002g.
1000 mi.

H) Solucién amortiguadora TBS-Tween 20 0.05%

TBSpH 7.2 cb.p.
Tween 20

10G0 ml.

0.5 mlL

I) Solucién Bloqueadora (Leche descremada al 5% en TBS)

Skim- milk
TBS pH 7.2

50g.
100 ml.

J) Solucién de Gelatina 1% en Solucién Salina Fisiolégica 0.9%

Gelatina
Solucién Salina Fisiologica 0.9%

K) Solucion Reveladora
«- cloronaftol
Metanol
TBSpH 7.2

Per6xido de hidrogeno

L) Solucién Salina Fisiologica 0.9%

Cloruro de Sodio
Agua destilada c.b.p.

M) Suspension de Carbén
Tinta India

Solucién de gelatina 1% en solucién
salina fisiol6gica c.b.p.

100 mg.
10 ml

30.0mg.
10.0 ml.
50.0 ml.
0.05 ml.

09g.
100 ml.

1.6 ml

100 ml.
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