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El linfocito es. ..

Yo Yuvicela Quiroz Cabanas,
Soy de las selvas negras,
Mi madre me llevé consigo a las ciudades,
cuando estaba en su vientre.
Y el frio de los bosques estara en mi hasta que yo rme muera.

Asi comienza la historia de mi vida, de mi lucha....

DEDICO el pre sente trabajo como un homenaje, a todos aquellos que han

influido de un forma u otra en mi vida, que me han hecho pensar, que me han
hecho refle' onar que me han hecho reir, que me han hecho llorar, que me han
hecho grnar que me han hecho sofiar, que me han hecho ser libre y que me han

hecho volar

Salud, va por ustedes...

En p'rifner lugar con admiracion y'r_espéto a mis primeros padres: Hortensia
y Francisco “el guacho”, a quienes les debo la vida y. la sangre guerrillera que
corre por mis venas y en segundo lugar poh gfan amor a mis segundos padres:
Guillermina Cabanas y Josafat QQirpz a guiehes les debo los apellidos, y son
quienes me ensefaron a caminar, qﬁiehés me ensefaron el valor de la vida,

quienes me ensefaron a luchar por lo que verdaderamente vale la pena.



A mi tlo que admlro profundamente por. su entrega por su valor, por su
ejemplo, por la lealtad a'su pueblo por dar la»wda por Io que snempre creyo justo,

por ser Lucio Cabanas Barrlentos

: “Luc:o 'para unos cuantos tu estas muerto’

Al otro Cabanas con carmo porque snempre ha sabldo guuarme y Jalarme

las orejas cuando‘ me 1o’ rnerezco por amenizar las flestas (hasta la de mns quince
anos), y porque S empre toma de pretexto la presnoh para echarse un brandy Con

gran amor ami no Pablo Cabarnias.
A mi féfnilia, que a pesar de todas, las adversidadéé; ‘la“sinj'usticiés, la
persecucion, la carcel, las torturas, siguen y siguen da’ndoi_e a la lucha pbr un
mundo ‘mejor y mas justo, y por que a pesar de todo le dan mucho sabor a
nuestras vidas. A mis hermanos: Nidia por ser mi gran amiga (por siempre estar
cuando la necesito) y Josa (el “chamaco”); a mi abuela Gucielia‘f que siempre me
inculco el estudio; a mi abuelo Abel’ porque se comia las moscas; a mi abuelos
Felipe! y Aristea' por inculcarnos siempre el amor y la unién en Iav familié' a rni tio
Erasmo por ser un ejemplo de lucha y entrega; a mi tia Hllda a mn tio guero porv :
inducirme a la lectura subversiva; a mi tia Tere; a mis primos Fehpe lx-Chel y‘b
Ernesto por sacarle canas verdes a sus papas; a mi tio Silvestre “el tieso” McCoy
porque nos enseno que no es buena la tiricia, a mi sobrina Zaira por‘su, gyran‘
corazon; a mis primos Rafa, Eva. Luis, Gabriel, Juan y Adolfo por 'har_'l sabido
sobreponerse ante el dolor de perder a un padre: a mi tio Lino por nunca dejarse
vencer a pesar de las torturas: a mi tio Gabriel porque siempre nos ‘hag:'e féir;'a mi
tia Yolanda por que a pesar de que es muy gritona la quiero mucho;“a mis pi'ii'nos
Kazan, Caid, Tania y Alvino por aquellos buenos vinos; a latia Dominga por haber




criado a mis tios Lucio y Pablo; a mi tia Maria por su gran vitalidad y entusiasmo; a
mi tia Alejandra, a mis primos flaco, Beto y Tania por ser como son; a mi tia Maria
del Rosario! aunque ya no este con nosotrds; a la banda de Guerrero: a mi tio
Lalo; a mi tia Maria; a mi prima Lorena por‘demostrar siempre su gran lealtad a
nuestra amistad. a mi primo Lalo por dark; a mi tia Sofia por aguantarnos a todos
cuando vamos en plan de grilla; a mi'tio José por sacarse el bocado de la boca
cuando alguien Mas lo necesita; a mi tio Alejandro por que con ese nombre nadie
lo conoce, etc., etc., etc., a todos y cada Uno‘ de los miembros de mi familia que le

han dado tanto sabor al caldo.

A los que ya no estén con nosotros .no porque no- hayan querido, sino

porque los obligaron, a todos los_desaparemdos forzados por los que dedico
. por e! dolor de mi

también no un minuto de sulencno ‘sino toda una vnda de Iuch
familia y de todas las fammas que han v:vndo esto en carne propia desde la guerra

sucia hasta ia semana pasada.

por la libertad, por la
Hdependencia
f rmacnon por el
élerra madre del

A los necios que siguen luchando, de dist'intas form
justicia, por la tierra, por la paz, por la salud, por Ia cul
por la alimentacion, por la democracia, por el tec

trabajo y por la educacion. A todos elios un sal
sur, a los de las montanas del sureste mexicano'.‘ a
calcetin, a la chaparrita, a Ana, a don Peter, a |

s de’ Ayotzi, a los del

encuentre tierra fértil y germine en cabeza
Hidalgo, a los indigenas nha-nhu por: habernos

corazones.
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A Pedro Zamudlo por que suempre ha demostrado ser el e;emplo de que el
amor y los suefios son lo mas |mportante que existe. No sabr omo descnblrlo
porque las palabras no expresan blen Ios pensamlentos P ro est
parece justo que el Ixm:te emre la genlahdad y Ia demenma solovalgunos a puedan

es bueno y me

entender.

Al Doctor Fernando Garma Tamayo y‘a guantarme

durante tanto t|empo ; por tenerme paciencia, per >
muchas y d|sparatadas snuacnones en las generalmente me encuentro metida, por
todo lo que me han ensenado y que he aprendldo por su bondad y sencnllez

por:entender las

A los maesirbé que me ensenaron gue o verdakder’ameme‘ mporténte no se
aprende dentro de un salon de clases, a quienes me ens‘e‘ﬁar’oh' bobh‘él‘ejemplo, a
la Maestra Juanita, a la maestra de Literatura y el maestro de ‘Etica de la
preparatoria, al Doctor Rosales, al Dr. Baeza, y a todos los que'~no me ‘han

calificado pero que de algun modo han sido mis maestros.

A mis grandes amigos: al "pajita” Barrientos, por aquel viéje asiral bajo las
estrellas de invierno en companiia de los chamines, que a pesar de que lo haya
encogido la lluvia, pronto terminaran las aguas (por culpa de la lluvia quedo medio
gacho el prologo); a mi querido "Chabelito” Cruz Sanchez por que siempre ha
sabido ser lefa y compartir siempre una buena opinidén acerca de un buen libro,
también por la infinidad de chelas que hemos compartido con el-famoso trio “casta
de malditos”; al gran amor de mi vida: el “Chiflin” Garcia, por aguantarme durante
tantos afos, por debrayar y compartir conmigo todas mis locurés, y tantas y tantas
aventuras; a los “chilucas” (Elisa y Marco) por pachecos y por esos buenos
pulques; a Ale y Beto por compartir la suite 5 con nosotros durante 9 meses; a
Marianita y Lalo por su nuevo crio; a Ethel por esos grandes'apretujones; al
“champi” por romperme la chirimoya (aunque de por 'si va. tenia sumida la
molilera); a mi cunadito Julio por revolucionario y revoltOSO' ami cunada Félix por
su gran entereza como mujer; al “morro” por ser mi compadre y yo madrina de su




chamaco; a Dros (el de Ciencias) por un mal café que ya se va compensando; al
Chino y toda Ia banda del escuadron de la muerte por todos los inolvidables dias
en la Vecindad "Mel Rose” Perrera; a los papas y hermanos de Chabelo por
aguantarnos casi todos los fines de semana; a la primera banda del Cine Libre; a
Sergio Mudiz'y toda la antigua banda de la Nauyaca,; a la banda y fans de nuestro
programa de radio “De suenos y otros males”; al ya extinto colectivo “la carabina
de Ambrosio”; a la banda Punk del chopo por feos: al "pelonchis” y al “ciro” por
hacer tan: buen ruido, al “picjo” . a Gonzo' y a mi clon Ricky' (que en paz
descansen); a Sergio “werever”
platicas; a los mostros oscuros: el papi,
guampiro) por aqueilos buenos aquelarres;, al camaronchi por pervertido; al

por que siempre nos aventamos unas buenas
la mami y el tlacuache (aunque no sea

"calzorro” Odilon por estar siempre al pendiente de las injusticias de su colonia; al
“temerario” Alejandro Marin por que es tan buena onda; a las Begoias de Espana;
a Donaji, al Dr. David Diaz y toda la banda que me ayuddé mucho cuando estaba

guardada. B . i

A todas las chavas y no tan chavas que conoci cuando estuve en el RENO

(o mejor dIChO ret:ro espiritual), por que conoci de cerca las muchas anlJStI :
que suceden ‘cuando tus hijos tienen hamivre, a Cecilia mi . vieja companera de
celda, porque la lucha no tiene fronteras. A los que iban a echarnos porras, a lvos
que nos iban a cantar una rola. a los que nos llevaban un taco, a los que solo nos

daban un abrazo, a los que compartieron nuestra gloria.

A mi México, lindo y querido:
iMe-xihc-co. Me-xihc-co. Me-xihc-co.!, porque simboliza la dualidad existente en
todo lo creado — manifestado por la presencia en el cielo del sol y la luna — y por
otro lado, simboliza el ideai de alcanzar la unidad y la superacion de la humanidad
mediante la integracidon de una sola y armonica sociedad. en la cual quedan
superados las contradicciones que separan los diferentes grupos humanos. La
sabiduria y los anhelos de varios milenios. sintetizados en una sola palabra:

Me-xihc-co - Lugar en donde se unen el sol y la luna.
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1. INTRODUCCION

Las relaciones del ser humano con las abejas datan desde hace muchos
siglos. En el area detl Mediterraneo existen pruebas de recoleccion de miel en las
pinturas rupestres de arte levantino, de la época paleolitica. encontradas en la
peninsula Ibértca como es el caso de las que se conservan en la Cueva de la
Arana en Bicorp (Valencia) y en la Cueva de la Vieja de Alpera (Albacete) que

algunos autores datan en unos 10.000 afos. Mas recientemente, en las tumbas

del antiguo Egipto, China y Persia se han encontrado datos sobre la practica de la
apicultura y figuras sugestivas de que los productos de las abejas se’ utilizaban

para el trataniento de algunas enfermedades. . SRR A

Al igual que otros productos de las abejas (miel, polen, propéleo, jalea real,
cera) el veneno ha sido utilizado empiricamente en la medicina tradicional de
Europa, Asia y Africa desde épocas remotas. Algunas citas, dificiles de confimar,
afirman que Hipdcrates ya trataba su reumatismo con veneno de abeja y que
Carlomagno utilizaba sus propiedades terapéulicas para _aliviar sus dolores
causados por la gota Sin embargo no es sino hasta fines del siglo XIX y
principios del XX cuando se difunden mas ampliamente los resultados clinicos
favorables obtenidos en pacientes artriticos tratados con veneno de abejas.

Este tipo de tratamiento, conocido como apiterapia, tuvo resultados
favorables cuando se aplico a los pacientes con artritis, segun reportes clinicos de
aquella época En vista de esos buenos resultados, el uso del veneno se extendio
al tratamiento de otras enfermedades caracterizadas por reacciones inflamatorias
en diversos tepdos. En todos estos casos. su aplicacion siguid siendo empirica, ya
que No se conocian sus mecanismos de accion y su administracidon variaba desde
la aplicacidon topica hasta. la inyeccion intradérmica con jeringas o directamente
utilizando el aguijon de las abejas. No se puede negar que algunos de sus
resultados fueron favorables, pero su uso como panacea le gand la desconfianza

de los médicos ortodoxos.




Hoy en dia, en la literatura acumulada en revistas internacionales existe una
gran cantidad de trabajos publicados sobre los efectos favorables del veneno de
Sin embargo, todavia la mayor parte de

abeja administrado como tratamiento.
tienen los controles

estos . trabajos refieren observaciones clinicas que no
adecuados y no ofrecen ninguna informacion sobre los mecanismos biolégicos por
los cuales el veneno puede ser efectivo como un producto anti-inflamatorio. Se
puede decir que la finalidad de una buena parte de esos trabajos consi‘svte en
promover la venta de productos comerciales que contienen el veheno.?

actualidad e! veneno de abejas ya se puede encontrar como un componente de

numerosos productos
autoridades de salud en Europa y Estados Unidos.
dosificacidon e indicaciones continuan siendo totalmente emplrlcasA

farmacéuticos, cuya venta esta permitida - por as*

No obstante su apllcac n

Por todas las razones anteriores no debe extrafar que, mas reclentemen e,.

algunos grupos de investigacion hayan iniciado estudios sobre la compos:c on

quimica del veneno, su toxicidad y la naturaleza de sus mecanlsmos de. accxon
los s:stemas' mmun_e y

particularmente sus actividades biologicas sobre
L @e 30T ay . "han

neuroendocrino. Estas primeras investigaciones bas:cas

proporcionado resyltados que confirman la utilidad del veneno, admm:strado por.
para desensibilizar personas alérgicas, para bloquear. la

diferentes vias,
la intensidad de las

transmision de los estimulos dolorosos o para reducir

Esta informacion puede ser de utilidad a la industria

respuestas inflamatorias.
interesada en la’ busqueda de .nuevos

farmacéutica que actualmente esta
analgésicos y anti-inflamatorios con una toxicidad menor que los exisientes. B

E! presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del veneno de.

abeja sobre |la respuesta del sistema inmune de ratones, partncularmente sobre la
los linfocitos .y la concentracion en ‘el suero de las
a sobre; las

proliferacion in vitro. de
mterleucmas IL-1 e IL-6, que tienen una actlwdad blologlca conocn

reacciones inflamatorias.

En-la. -




"Solo con una ardiente pacierncia conquistarermos 1a espléndida ciudad qgue dard

ez, justicia y dignidad a todos los hombres. Asr /a poesia no habrsé cantado ern
vano”

Pablo Neruda

"Quien tiene un por qué para Vivir, encontrard cast siempre el como”
Friederich Nietzsche




Il. ANTECEDENTES

2.1. El veneno y las abejas

2.1.1. Los venenos en general
Una gran diversidad de organismos terrestres y marinos producen venenos
o toxinas de caracteristicas fascinantes como mecanismos de defensa. Al mismo
tiempo, muchos de estos venenos contienen potentes alergenos que son capaces
de producir severas reacciones clinicas en sus victimas. Es necesario distinguir
los efectos desfavorables de una respuesta alérgica y los efectos toxicos del

veneno.

A traveés del tiempo estos venenos se han utilizado en ceremonias religiosas
o en la medicina tradicional, sin embargo en los ultimos arfios se ha desarrollado
Ies permmendo avances espectaculares,

investigacion con venenos ar
especialmente gracxas ‘alos enenos . de los moluscos gasterdpodos del género
e araﬁas Ademas son de interés otras toxinas

la tetradoxi
batracotoxina

‘puede proporciona
igual -que’el curare; este veneno delas ranas se ha convertido en una droga
‘causa’ de sus propiedades relajantes de los musculos.

e pare matar aun hombre Una rana Kokoi mide 2.5cm y

eneno suf:cnente para envenenar 50 flechas. Sin embargo al

medicinai - tradicional
Algunos laboratorios han utilizado este veneno para hacer estudios en el sistema

5



nervioso central, se ha descubierto que actua del mismo modo que las hormonas
segregadas por la glandula suprarrenal, bloqueando la transmisidon de impulsos
entre los nervios y los musculos. Grandes cantidades causan inmediatamente la

muerte, pero a muy pequenas dosis puede tener un valor terapéutico.

Por otro lado, aunque existen alrededor de 650 especies de escorpiones
distribuidas en todas las regiones del mundo, sdlo algunas pueden resultar
mortales para el hombre, como es el caso del Scorpio viatoris de Africa, el Bathus
occinatus de Espaﬁa Y México. Los venenos de escorpiones que contienen una
gran variedad de toxmas actaan a nivel de los canales idnicos de Na*, K*, Ca*' y

CI-. 8487

Entre las 3 OOO dlferentes especues de serpientes que se conocen, apenas
) venenosas. Algunas de estas serplentes

erple tes son ‘venenosas. Algunas especies de

baja porque no' todas as
serplentés poseen venenos muy potentes y causan diferentes desordenes

metaboncos alterando las actlvndades celulares y enzimaticas en animales, como
los neurotoxicos que se encuentran en'el verieno de las serpientes pertenecientes
a la familia Elapldae. Los venenos ;1e serpientes han mostrado que poseen un
amplio espectro de actividades biolégiéés qu aun estan en experimentacion, tales
como las propiedades antibacterianas 'y ‘antineoplasicas (principalmente de la
especie Bothrops jararaca),:asi como un incremento en la actividad funcional de

macrofagos. Hay algunos reportes que muestran incrementos en los niveles de
citocinas en el suero de ratones y pacientes que sufrieron mordeduras por las
especies Bothrops asper y Bothrops jararaca y en sueros de ratonés,ihyeg’:tados

con el veneno de Bothrops atrox. Petricevich y colaboradores “2 reportaron un
incremento en los niveles de citocinas y produccion de oxido nitrico en el suero de



ratones inyectados con el veneno de B. Asper y B. jararaca. Ambos venenos
inducen elevaciones prominentes del factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-1, IL-6,

IL-10 en el suero de ios ratones inyectados. Todas estas citocinas son

inflamatorias, es decir que bien sea como facilitadoras o bien como inhibidoras de
las reacciones inflamatorias, todas ellas participan activamente en la modulacion
de la inflamacion. Por eso en el sitio de la mordedura se produce el edema y
demas signos de la inflamacién. Ademas, las estrechas relaciones funcionales y

estructurales existentes entre estas toxinas venenosas (como las de los

gasteropodos del género Conus y las de las serpientes del género Naja) o entre
estas toxinas y moléculas enddgenas (como las sarafotoxinas de serpiente y las
endotelinas o toxinas de escorpiones y las defensinas de los artrépodos) sugieren

la existencia de relaciones filogenéticas de gran interés, ¢ 8 8082

La picadura de diversos insectos, tales como las abejas, las hormigas de
fuego, las avispas, entre otros causan alergias.. Estos insectos tienen en comun el
que sus piquetes nntroducen al cuerpo cantndades variables de alergenos, como la
sin embargo,“con los piquetes también penetran al

hialuronidasa y la fosfollpasa
Se ha repprtado que el envenenamiento por el

cuerpo sustancias venenosas.
veneno de abejas diminuye los nivelas de algunas sustancias endégenas como

adenosin deaminasa (ADA), colageno, histamina, IgE, mioglobina y el factor de
crecimiento en ciertos organos de ratones, %2

Las reacciones anafilacticas causadas por diversos piquetes de
himenoptera — predominantemente abejas, 'a’vivspés — son un problema médico
comun y producen aproximadamente 40 muertes por. éﬁo en los Estados Unidos.
Actualmente muchos de estos. venenos se estan estudlando en diversos
jaboratorios de algunos paises, con” la finahdad ‘el pum”car sus componentes
alergizantes y utilizarlos para desensrblhzar a los alerg os " y aplicar estos
tratamientos como medidas profllactlcas en el personal que trapiaja en los apiarios
o en otras personas ocupacionalmente expuestas a“las abejas y/o avispas.
Muchos investigadores han mostrado interés en estudiar varios venenos naturales




para ser utilizados en el tratamiento de varias enfermedades, un buen ejemplo de
esto es el veneno de abejas. Sin embargo, se puede decir que aungque falta aun
mucha investigacion al respecto, se ha encontrado que tiene varias propiedades
terapéuticas que pueden ser de gran utilidad para combatir varias enfermedades

como mas adelante se menciona.

Existe una amplia variedad de toxinas naturales que por sus propiedades
pueden ser utiles para el estudio de muchos otros procesos bioldgicos. Aunque
este tipo de investigacion esta dando sus primeros pasos ya se estan utilizando
toxinas naturales para el estudio de ciertos aspectos del comportamiento animal,
de la coagulacion, el cancer y procesos metastasicos, la respuesta inflamatoria, el
alcoholismo o la hipertensién arterial, lista que sin duda ira incrementando en los

dltimos afos. ©!
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2.1.2. El veneno de las abejas
Cualquiera de las especies de abejas sociales que pertenecen al género
Apis merece el nombre de abeja mellifera, pero el adjetivo comun suele asociarse
con la abeja doméstica europea, Apis mellifera. Estos insectos forman colonias
que sobreviven tras el invierno, merced a las reservas de alimento que han
almacenado, de manera que un refugio determinado puede ser ocupado por

tiempo indefinido. ¢

La colonia esta constituida por una sola reina (hembra sexualmente
madura), 50,000 a 60,000 obreras (hembras inmaduras sexualmente) y algunos

centenares de machos o zanganos.
Las abejas meliferas son insectos que pertenecen:
* Reino Animal . .

e Subreino - Metazoarios
e Division’’ Artiozoarios

e Rama
. Clase
: .. Orden’
. Su‘borc‘!ven v Aculados

- ,Insectos
: Hlmenopteros

.. Fami a
. Género . Apis -
- -Especie’ ' :Mellifera '

incluyen- 9 d:ferentes, rledades entre las que se encuentran la Apis
dorsala o abeja afncanary 1 ApIS mellifera o abeJa europea. Esta uUltima posee
varias subespec;es,v re las’ que" se incluyen a la Apis mellifera scutellata o abeja
la Apis cerana, o a la Apis florea (la mas pequena de todas) entre

africanizada,




otras. & La abojm domébelica (Apis moNfera), se L por p war of
cuerpo segmentado en 3 partes (cabeza, torax y abdomen), con dos paros de alas
y tres de pates. (rigue 1) D su TOMO P ' pOr cuatro estadios: huevo,
larva, pupa y adulto, @

Anatomia de una Abeja
(Apis mellifera)

i

Todas ias abejas hembras (obreras), o ias POCH sin aguijon,
tienen una modificacién en o) aparato ovopositor, @ cual cumple con la funcion

def también la abeja reina p un agujon pero solo lo utiliza al luchar con
otra reina nacida en la col 8, que wita con ella. El aguijén propiaments
dicho consi en lidad en tres piezas unidas, dos de las cuales aon similares a

un anzuesio O arpdn alargado y poseen entre 7 a 9 diontes. La tercers pieza os una
especie de vaina que guarda en su interior més de la tercera pearte de las dos
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piezas que constituyen el aguijon. El conjunto se mantiene unido por un sistema
de lenguetas y ranuras y permiten que las dos piezas laterales dentadas se
deslicen hacia fuera para cumplir su funcién. Estas tres partes estan dispuestas de
manera que dejan un espacio libre entre ellas, en forma de canal, por donde fluye
el veneno. Este sistema esta unido a dos glandulas, una que secreta un conjunto
de sustancias de tipo acido y una glandula que segrega sustancias alcalinas; la
mezcla de sustancias de ambas glandulas constituye el veneno de la abeja. Todo
el conjunto, piezas del aguijon y las dos glandulas, esta recubierto parciaimente

por tejido muscular.

Las abejas obreras son las principales productoras de veneno. Cada saco
reservorio de las abejas obreras contiene en promedio de 0.15 a 0.30 mg de
veneno, y al picar a un mamifero su aguijon queda atrapado dentro de la piel, junto
con el saco del veneno, musculos y centro nervioso. Al retirarse la abeja, pierde

esas partes de su cuerpo y muere dentro de las siguientes 24 horas.

En un estudio con diferentes especies de abejas, se demostro que las
cantidades de veneno en el saco reservorio varia segun la especie. ®® Las abejas
africanizadas’ presentan pequenas cantidades (0.117 + 0.015 mg de veneno, una
vez que éste ha sido liofilizado) en'co‘mparacién' con los hibridos Carniolan® (0.147

*+ 0.024 mg) e italiano® (0.139 + 0 020 mg) Es(os resultados van de acuerdo con
Schumacher y colaboradores, q enes encontraron mayores cantidades de
e: Ias abejas Europeas (134.1 + 53.5 ng) en
También la cantidad

veneno en los sacos reservorio
comparaciéon con las abejas Afncanvzadas (98 2 % 35.9 ng).
de veneno liberado varia segun con Ia espec:e Las abejas Africanizadas liberan
mayores cantidades (O. 0732 * 0' 12 .mg) que los hibridos. Carniolan (0.059 x
111 rﬁg) un mayor porcentaje del volumen de

0.013 mg) e italiano (0.057 t
veneno en el saco reservorlo fue hberado por las abejas Africanizadas que por los

hibridos. ®3.89

! Apis mellifera
2 Apis mellifera carnica
3 Apis meliifera lingustica




2.1.3. Propiedades fisicoquimicas del veneno de abejas

El veneno de abejas © apitoxina es un liquido incoloro, de sabor amargo
agudo, con olor caracteristico. Es ligeramente acido (pH 5.0 a 5.5). Cuando se
encuentra seco es de color amarillo—café debido a la oxidacion de algunas de sus
proteinas y tiene un peso especifico de 1.313 g/cm®. El veneno de abejas esta
compuesto tanto de sustancias hidrofilicas, como de sustancias hidrofébicas, por
lo que resulta una compleja mezcla de enzimas y proteinas que se pueden extraer
de acuerdo a su solubilidad, la fraccion soluble en agua, la fraccion soluble en

etilacetato y la fraccién soluble en hexano. 9

Por otro lado Re_Lima y colaboradores " demostraron que el veneno de
abejas tiene actividad proteolitica . que puede participar en los procesos de
maduraciéon y activacidn de los . componentes del veneno, teniendo como

mecanismo principal una serina-proteasa.




2.1.4. Composicion quimica del veneno de abejas
Se han utilizado modernos procedimientos analiticos como filtracion en gel,
intercar’-nvbio, ionico y cromatografia de fase reversa, entre otros métodos para
separar e identificar los diferentes componentes.®® La mayoria de los

componentes del veneno de abeja se incluyen en la siguiente tabia: 70.32.71.72.73.74.75.
76,77, 78)

PESO MOLECULAR PESO SECO
(KDA) (%,
Mefitina’ > 284 40-50
apaminat® 2.03 2-3
péptido desgranulador de 2.58 2-3
maslocitos (MCDP)7% -
secarpina(’:'"‘ - 0.5
tertiapina”® - 0.1
PEPTIDOS adolapinat 11.50 1.0
inhibidor de proteasa!”" 9.00 <0.8
procamina «, (1'% - 1.4
minimina'™ 6.00 2.3
___cardiopep'™” - <0.7
Fasfolipasa A2V 19.00 10-12
hialuronidasa® 38.00 1.5-2.0
ENZIMAS fosfommonoesterasa 55.00 1.0
: ] acida® 170.00 0.6
glucosidasa®® 22.00 1.0
liso ipa
histamina - -
e dopaminat’? - 0.13-1.0
AMINAS ACTIVAS norepinefrina®” - . : 0.1-0.7

teucotrienos

carbohidratos como: - <
Glucosa - . <2.0
Fructosa 7% - ’

COMPONENTES NO-
PEPTIDICOS

6 F ipidos™ s 45

LIPIDOS
acido r-aminobutrico V) - <0.5
acido B- - <0.01

AMINOACIDOS . aminoisobutirico™

El analisis quimico muestra que, ademas de mucha agua (88 % del peso),

el veneno contiene diversas sustancias: acido formico, clorhidrico y ortofosforico,




colina, triptéfano, los microelementos hierro, yodo, potasio, azufre, cloro, calcio,
magnesio, manganeso, cobre y zinc, y otros compuestos.
El veneno de las abejas también es muy rico en sustancias nitrogenadas,

en acidos volatiles que desaparecen en el proceso de su desecaciéon y contiene
muchas diastasas ademas de la fosfolipasa A2 y la hialuronidasa, ya sefnaladas.



2.1.5. Usos clinicos del veneno de abeja

Actualmente se han reportado una gran cantidad de trabajos clinicos utilizando
el veneno de abeja completo, sobre todo en problemas de reumatismo, con
experimentos de laboratorio los cuales validan en buena medida su uso. Sin
embargo actualmente sigue siendo utilizado de manera empirica como tratamiento
alternativo. El gran auge que ha tenido este tipo de sustancias dentro de la
medicina tradicional ha implicado que se le atribuyan una serie de propiedades
curativas que no tienen ningun fundamento cientifico. No obstante, la evidencia
cientifica demuestra que el veneno compieto y sus componentes aislados tienen
efectos terapéuticos beneficiosos en algunos padecimientos tanto en humanos

como en animales.

Desde una perspectiva clinica, las formas alternativas de estimulacion con

agujas (acupuntura, incluyendo la electroacupuntura), han reportado que la
inyeccion de veneno de abejas produce una estimulacidn nociceptiva persistente y
causa activacion neuronal en el corddn espinal. ® Se ha visto, que el veneno de
abejas suprime la inflamacién causada por la artritis inducida por 1a inyeccién de
adyuvantes en ratas. Este efecto sobre las inflamaciones articulares de las ratas
ha servido para que el veneno de las abejas sea propuesto como una alternativa

para el tratamiento de la artritis en humanos. ©

Por otro Iado.,én la Universidad de Thessaloniki en Grecia se encontrd que el
veneno .de ‘abejas puede tener una actividad antioxidante, ya que inhibe Ia
peroxidacion lipidica no-enzimatica. También posee una considerable actividad de
limpieza de"féd;éalé,s hidroxilo (OH"). ® Mas recientemente, se ha demostrado
de abeja inhibe la captacion de un cotransportador de glucosa/Na+

que el vene
conocido cohjo alpha-metil-d-glucosipiranosido (alpha-MG), en un cultivo primario

de células del tubulo proximal renal en conejos. " Ei veneno de abejas completo
también tiene un efecto hemolitico sobre eritrocitos, aunque este mismo fendmeno
sucede con una mezcla de melitina y fosfolipasa A2 purificadas. ©%



Ademas de las aplicaciones clinicas, el veneno de abejas también puede
tener aplicaciones en otras areas, por ejemplo en la agricultura como insecticida
bioldgico. La Diatraea saccharatis es un insecto que causa dafos directos e
|nd|rectos en las plantas de la cana de azlcar, la larva de este insecto escarba en
la cafa causando perdldas en el peso de la planta, fallas en la germinacién y da
orlgen a la penetracnon de el hongo Colletotichum falcatum el cual causa que la
raiz se ponga ro;a. Este hongo es el responsable de la inversion de la sucrosa,
lncrementa las’ lmpurezas en el jugo reduciendo el azucar y el alcohol. Se ha
ue las larvas y Ios ‘huevos de este insecto son susceptibles al

demostrado
veneno ‘de" abejas no lloflllzado por lo que el veneno de abejas es un modelo

lnteresante ‘ar desarrollar msectlcndas con las mismas caracteristicas bioldgicas
as u zados en la actualidad. ®"

de otros pestlcn

La mayor: pane de los estudvos mencionados se han realizado utilizando el

veneno completo pero' tamblen existe una gran cantidad de estudios clinicos con
componene slados del veneno de abeja, aunque desde el punto de vista

vestngacuon aun es escasa:

La melitina es el prnncnpal componente basico e hidrofdbico del veneno de

abejas (50-70%) v pcr lo mismo ha sido el mas estudiado. La melitina es un
pollpeptldo de 26 am:noacndos que ha sido reportado como un regulador de la
actividad de la fosfohpasa A2 y la fosfolipasa D. “® Se ha demostrado que la
melitina tlene efectos hemoliticos, a través de la formacion de agujeros en las
membranas. ®* Por otro lado la melitina es un péptido amfipético con actividad
antimicrobiana, que puede ser prometedor para la ierapia de enfermedades
infecciosas, por ejemplo contra Ch/amydla trachomans y M/coplasma hominis,
ambas responsables de mfecc:ones urogennales ‘55", En algunos estudios
realizados in vitro, se ha encontrado que la melmna es capaz de inhibir los efectos
de la enfermedad de Lyme,’ causada por una esplroqueta (Borrelta burgdorferi) *®

Extensos trabajos con melitina han mostrado.;q’ue el veneno de abejas tiene
multiples efectos, probablemente como resultado de su interacciéon con cambios
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musculo de mamiferos. Qvcharov y colaboradores examinaron el efecto de la
apamina en ratas, conejos y cobayos con inflamacidén experimental. La apamina
también inhibe la serotonina y el edema en las garras de ratas, por lo que su
produccién puede ser considerada como un reaccion de defensa contra la
inflamacioén, cuando ésta es inducida por la inyecciéon de aceite de algododn.

También inhibe el incremento de haptoglobulina y mucoproteina en el suero de
146, 47 48, 85)

animales con inflamacién experimental.
La Hialuronidasa del veneno de abejas, comparte el 30% de su secuencia

con las hialuronidasas humanas. Esta enzima es un polipéptido de 349

aminoacidos que contiene cuatro cisteinas y tres sitios potenciales para la N-
glucosilacién. “* Induce la sobre-regulacion de la activacion de basdfilos en
individuos sensibilizados, sin embrago hay pocos estudios de la actividad clinica

de la hialuronidasa del veneno de abejas. “5

El cardiopep segun 8reoks y colaboradores, es un componente del veneno
de abejas que tiene efectos beta adrenérgicos y anti-arritmicos. 3

La adolapina, es un polipéptido bésico,'dﬁém‘uestra propiedades anti-
inflamatorias, analgésicas y antipiréticas, también s?g ha demostrado que inhibe la
ciclooxigenasa. Se ha encontrado que:la addlap‘i_ha inhibe la actividad de la
fosfolipasa A2 del! veneno de abejas e inhibe la lfpoxfgenasa de las plaquetas
humanas. La adolapina causa una elevacién de los niveles de GMPc en bazo y
cerebro de ratas, asi como también disminuye el AMPc en bazo de ratas. @' 4132

Se puede observar que, paraddjicamente, el veneno de abejas contiene
tanto sustancias pro-inflamatorias como agentes anti-inflan;latorios, probablemente
éstos ultimos son los responsables de los efectos clinicos favorables cuando
empiricamente, el veneno de abejas ha sido utilizado para controlar las respuestas

inflamatorias de diferente eliologia.



2.2. El sistema inmune

2.2.1. Generalidades

La inmunologia es una disciplina cientifica, relativamente joven, que durante
muchos afos estuvo incluida dentro de la microbiologia. La palabra inmunidad,
que deriva del latin inmunis (exento de “cargos”), fue inventada por los griegos del
siglo de oro para hacer referencia a la proteccion que las personas convalecientes
adquirian después de haber sobrevivido a las enfermedades contagiosas.
Nosotros: sabemos hoy en dia que esas enfermedades estan causadas por
m:croorgamsmos pero en la anhguedad se creia que eran castigos de los dioses y

la capamdad para defenderse de las mfeccnones fue considerada un regalo de los

mismos dioses.

Exvsten dlversos mecanismos ’ pol medlo de los cuales los seres vivos
as nfeccmnes los mecanismos defensivos mas

entre las que se encuentran la piel, las
o"" de ~algunas mucosas como la del

Estos

va contra los microorganismos.
e el momento de nacer y generalmente

represema la prlmera Imea def

toxnca del medio ~ambiente. Los

cualquuer mlcroorgamsrno o sustancna

respuesta siempre es de la m|

Sin embargo ex:sten otros mecanlsmos de defensa mucho mas

evolucionados 'y especxf‘cos que proporcxonan ‘una inmunidad adquirida o
adaptativa. Dichos mecanismos dependen de la respuesta del sistema inmune y
se caracterizan por tener una especificidad exquisita contra las moléculas que

estimulan los linfocitos del sistema inmune. El sistema inmune tiene una



capacidad extraordinaria para reconocer cualquier molécula extrafa que logra
vencer las barreras naturales o innatas de proteccion y penetra al interior del

cuerpo. Las moléculas que son reconocidas por el sistema inmune han sido

denominadas antigenos.

La respuesta inmune adquirida siempre es especifica y con memoria, de tal
forma que el sistemma puede responder de manera diferente a distintos
microorganismos, segun éstos posean antigenos que el sistema inmune reconoce
por primera vez o antigenos que el sistema ya ha reconocido anteriormente y para
los cuales conserva una memoria. Gracias a esta capacidad de “recordar” cuando
el sistema inmune queda expuesto a un antigeno extraio, mejora su capacidad

para responder de nuevo frente a ese antigeno. 1418 7. 19.249

El sistema inmune es una compleja red de ceélulas y organos que trabajan
juntos para darle proteccion al organismo contra cualquier sustancia o particula
extrana que se introduzca en el cuerpo. En esta definicién se agrupan todos los
mlcroorganlsmos tales como bacterlas v:rus hongos parasitos, entre otros. EI
corazon del snstema mmune ‘e@s su’ habllldad por- dlstlnguu‘ entre lo propio y lo

-

extrano. 11824, L T
Las celulas mas lmportanles del snstema nm ine;: on los linfocitos,. que
camente contra los

tienen receptores para reconocer y responde
antigenos extrafios. Sin embargo en Ia respuesta del srstema mmune tamblén
‘que _no. son

participan otras = células conocldas como celulas accesonas

especificas para los diferentes antlgenos pero que al mteract : ar. con los lmfocntos
s célu as accesorlas mas

inducen y amplifican las respuestas mmumtarlas:.'
importantes son los macrofagos, las células dendriti

s, 1os,mq‘nroqtps, las células

cebadas y los eosindfilos.

Los linfocitos, asi como todas las demas celula sangunneas provienen de
las’ celulas madre plurlpotenmales que se

la multiplicacion y diferenciacion
encuentran en la médula dsea. . Brevemente, estas celulas madre se diferencian a

21



las dos lineas celulares: mieloides y linfoides, de las cuales derivan todas las

células del tejido sanguineo. De la linea mieloide derivan todas las células

accesorias o células presentadoras de antigenos, y de la linea linfoide derivan los
diferentes tipos de linfocitos. Los linfocitos se clasifican en T y B, debido a que su
desarrollo tiene lugar en el timo (Thymus gland) y en la médula osea (Bone
marrow) respectivamente. Cada una de estas subpoblaciones de linfocitos (T y B).
responde de manera diferente, dando lugar a las respuestas celular y humoral.

{13, 16,17, 19, 24)

N
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2.2.2. Los Linfocitos T
Los linfocitos T se dividen en linfocitos T citotdxicas (T¢) y linfocitos T

colaboradores (Th). Ellos son los encargados de iniciar las respuestas

inmunitarias especificas de tipo celular, mientras que los linfocitos B inician las de
tipo humoral y su respuesta conduce a la formacién de anticuerpos. Pero, para
poder iniciar esas respuestas las dos poblaciones de linfocitos deben primero
reconocer un antigeno con sus respectivos receptores de membrana, conocidos

como receptores de las células T (TCR) y receptores de las células B (BCR).

Célula T

Figura 2. Principales moléculas que intervienen en ia presentacién de Antigeno por una célula CPA
¥ en el reconocimiento de sus epitopes por el receptor (TCR) del linfocito T.

Para que los linfocitos T inicien su respuesta es necesario que primero
reconozcan los epitopes de un antigeno que es presentado por una célula
presentadora o CPA. Las interacciones entre las células que presentan anttgehos
y los linfocitos que las reconocen implican un intercambio masivo de informacion.
La interaccion principal (sgura 2). altamente especifica, es la que se produce entre el
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complejo principal de histocompatibilidad MHC ll-antigeno y el TCR; esta
interaccion se ve potenciada por las interacciones entre LFA-3 y CD2 e ICAM-1 y

LFA-1, entre otras. ' '8 3

Las células T reconocen a los antigenos unidos a las células que se
encuentran asociados con moléculas MHC de clase | o Il y expuestos en las
superficies celulares. Las moléculas MHC de clase | y Il presentan péptidos

procedentes de antigenos endogenos y exdgenos, respectivamente.

Los linfocitos T citoliticos (Tc, CD8") reconocen a los antigenos asociados a
moléculas MHC de clase | y producen sustancias que son capaces de lisar células
que presentan antigenos extrafios, asi como las células infectadas por virus y
otros microorganismos intraceiulares. Los linfocitos T colaboradores (Tw, CD4™)
reconocen a los antigenos asociados con moléculas MHC de clase Il en células
presentadoras de antigeno como : células dendriticas interdigitantes (CDI),

macrofagos y células B.
Los linfocitos T CD4%.y CDéff','éeéretan moléculas’ mensajeras llamadas

citocinas, cuya funcion es. promover la_proliferacién y. diferenciacion de otros

“19)

linfocitos y células accesorias. (%"




2.2.3. Citocinas
Las citocinas son un conjunto de pequenas proteinas solubies, de bajo peso
molecular (generalmente de 8-25 kDa), que son secretadas por diferentes células,

fundamentalmente del sistema inmune, como respuesta a una estimulacién

antigénica. (229
Las citocinas, actaan en coordmaclon con otras sefales procedentes del

contacto directo entre las células, dando. Iugar a‘una red de comunicaciones que
ema nmunltaruo presentan una gran
icar n’Unas cuantas categorias:

interviene en todas las actividades.del
variedad de funcnones pero se pueden cla

inhata (inflamacidn, quimiotaxis,

de su gen especifico. Ademas, diferentes cnoqngsp}ued

mismo tipo de célula ejercen mdltiples éfectos aun'en 1

fenbmeno de cascada, y también pueden mhlbnr Ia produccn n ‘de’otras. cxtocunas
proporcionando’ un mecanismo regulatorio de comrol posmvo ‘o negatlvo para

modular la respuesta mmune s

En muchas ocasnones las. citocinas actuan en la regulacuon de la division
celular, o tamblen se comportan como factores que estimulan el crecimiento de
células epltellaleS. mesenqunmatosas, y son claves en el proceso de reparacion

celular.

[N]
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En general las citocinas pueden actuar en forma autocrina, estimulando a
la misma célula que las produce, o paracrina, con accidn sobre otras células
vecinas, o por mecanismo endocrino, ejerciendo su accién a distancia.

Después que son sintetizadas, principalmente en los linfocitos y en los
macroéfagos, las citocinas se liberan al exterior y se unen a receptores especificos
de la membrana de otras células que generalmente son vecinas a la célula que las
produjo.ugua 3y La afinidad de cada receptor hacia su citocina correspondiente
suele ser bastante alta, del orden de lo femtomolar (107 M) a lo picomolar (10712
M), en donde van a ejercer su funcion, convirtiendo una sefal extracelular, en una
senfal intracelular, con la activacion de una enzima o de un factor de transcripcidn,
iniciando una cascada de transduccion intracelular de sefal que altera el patrén de
expresion génica, de modo que esas células diana producen una determinada

respuesta celular especifica. '

En la actuahdad las, cnocnnas se clasifican en varias familias de acuerdo a
sus funcione - Imfocmasf(algunas de Ias cuales se denominan interleucinas), las
5 . 4Io$ factores estimulantes de colonias (CSF),

“'(TNF) y los factores transformadores de

quimiocinas,

crecimiento (

unlcarse con otros leucocitos. ‘Al menos esta fue

leucocitos sa
ctua ente se’ conocen que nO solo los leucocitos sino

la dernlcm
también otras celulas dlferentes tamblen Ias producen

tante de las citocinas producidas por los linfocitos actan

. Una péné' inip
pnncnpalmente actlvando v regulando las células que participan en las reacciones
mflamatonas (macrofagos neutrofilos y eosindfilos, por ejemplo). Pero algunas de

estas cntocmas también son responsables de la comunicacion entre las células de

los snstemas inmunitario y neuroendocrino. Por ejemplo, las interleucinas IL-1 e
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IL-6 pueden estimular el eje hipotalamico adrenal y aumentar ia produccion de
algunas hormonas, mediando asi las respuestas inflamatorias.

La citocina
C'tOClna Setuneaun
Receptor de LRRE=]- receptor especifico
citocina

Residuos de
Tirosina

Figura 3. Unidn de la citocina al receptor

Todos los receptores de citocinas conocidos son proteinas transmembrana
de 2 o 3 cadenas de polipéptidos y sus dominios extracelulares se unen a la
citocina, produciendo un fenémeno de agrupacién de receptores especificos, lo
cual proporciona el medio para la deteccién de la sefial extracelular, de tal forma
que se genera la activacion del receptor en las regiones citoplasmaticas.

TESIS CON
FALLA [E ORIGEN
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La agrupacion de los receptores proporciona L'ma senal que activa a las
cinasas de la familia Janus (Jak) asociadas a la fraccion plasmatica del receptor,
induciendo la funcidon autocatalitica de residuos de tirosina. Las Jak activadas
catalizan posteriormente la fosforilacion de los residuos de tirosina en las regiones

intracelulares del receptor de las citocinas.



2.2.4. Las subpoblaciones Ty1/ T2

M a°r°fag° Granulocito

“Ci tocmas }

Figura 4. El papel central de las células Ty en la inmunidad mediada por células.

La diferenciacién de los linfocitos T en distintas subpoblaciones de ceélulas
Th es un paso importante en la seleccidon de los mecanismos efectores, es decir,
cuando el sistema inmunitario se enfrenta a un organismo invasor debe
seleccionar los mecanismos efectores mas adecuados para combatir esa infeccion

concreta, donde no todos los mecanismos efectores se activan en la misma

medida. 2
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En 1986, Mosmann y colaboradores inician un concepto revolucionario en
inmunologia al dividir las células T colaboradoras (Tx) en dos subpoblaciones
segun los perfiles de citocinas implicadas, los linfocitos Ty1 y Ty2, cada una de
estas subpoblaciones secreta un patron caracteristico de citocinas. De una
manera general, las citocinas que liberan los linfocitos Ty1 tienden a activar
macrofagos en los procesos de eliminacidn de antigenos intracelulares, como son
virus y algunos tipos de bacterias y protozoarios mediante la activacidon de la
fagocitosis, o en los procesos de activacion de las células NK, y estimulan la
produccion de anticuerpos opsonizantes que fijan el complemento, para inducir las

citotoxicidad de las células infectadas.

En cambio,
aumentan cuando |

“las

uccxon de anticuerpos que no
la produccién de

ncrementan

fijan el ‘vi‘:omplemento.

Se :ha - demostrado .que. - existe [ Uma relacién cruzada entre Ias
subpoblacionés Th. Asi por ejemplo, ‘el INFy 'y 'Iav IL-12 son las principales
citocinas que promueven la diferenciacion hacia TQ‘I. el INFy sin embargo controla

el crecimiento de las células Tn2, mas - que - promover directamente Ila



diferenciacion hacia Tu1. Asi mismo la presencia de Il.-12, aumenta directamente
la diferenciacion hacia Th1:
Por otro lado la IL-4 es esencial para la diferenciacion hacia T2, aungue se

reportado que la lL-v10> promueve el desarrollo de Th2, su principal efecto es
suprimir las células . Tu1 al reducir la expresion de IL-12 por parte de las células

presentadoras de antigeno. @* 79



2.2.5. Desequmbrlo del sustema TH1ITH2
Normalmente exnste un balance entre las respuestas de npo Tn'l y upo T,..2
manlener la homeostasl une. Sun embargo
predommlo prolongado de un t:po de
vn‘ de‘ciertos

El balance Tu1/Tu2'es =
en algunas situacione

|mpone el

el tiempo o la edad, y suele mchnarse hacia una de ellas cuando la enfermedad
persiste durante un periodo prolongado de tiempo. vLas cntocunas de las células Tw1
y Th2 son mutuamente antagonistas, por.lo que a evolucnon de'la enfermedad
dependera de la subpoblacion de celulas T_ que predomme ‘finalmente (esto
depende en gran medida del npo de palogeno nmphcado y en ocasiones puede
ser impredecible). ¢ : . : |

Algunos microorganismos pueden utilizar sus propiedades adyuvantes para
dirigir la respuesta inmunitaria en una direccion equivécada, induciendo la
activacion de una subpoblacion inadecuada de 'células Tw. La existencia de este
fendmeno se ha demostrado en un modelo de infeccion de ratones  con
Leishmania major. En este modelo, la activacion de células Ty2 conduce a la
muerte del animal sensible, puesto que la IL-4 producida por estas células 'rir_1<h_iybe

ta produccién de IFNy, mientras que la activacidn de las células T.‘n'

como la sintesis de una serie de citocinas antn Le/shman

Cuando se administran anticuerpos a‘nt'i-lL- e qptiene un efecto curativo,
ya que reduce la actividad de Tw2 con' la consiguiente expansion de la
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subpoblacion Ty1. Sin embargo, la administracion de IFNy recombinante a los

ratones susceptibles no- es suficiente para. curarlos, lo- qué indica que su

susceptibilidad es deblda a un exceso de actividad de TH2 y no a un defecto de

("41 : s . B

actividad de Tu1.

Es posnble que la polaruzacnon enla produccnon de cntocnnas hacia un patron
T2 sea el fenomeno subyacente en algunos efectos |nmunosupresores de estrés,
esta p05|b|hdad es apoyada por experlmentos que muestran que el estrés
hemorragico reduce los niveles de IFNy y TNF producndo por las células Tu1. Una
polarizacion de este tipo puede tener una gran importancia porque, tedricamente
disminuye las defensas citoliticas y la fagocitosis frente a infecciones, pudiendo

tener también implicaciones en el desarrollo de cancer y enfermedades

autoinmunes. '™

Durante la vida fetal existe una notable polarizacion Ty2, con una elevada

expresion de citocinas anti-Ty1 (IL-4. IL-10, PGE;, etc.), cuya finalidad es taponar

las respuestas Twx1, que son toxicas para la placenta. Tras el nacimiento, y durante
un periodo variable y en gran medida como consecuencia del estimulo microbiano
ambiental (patogeno o saprofito), se produce un cambio de las respuestas Tu2
hacia respuestas Tu1 frente a alergenos ingeridos en alimentos e inhalados. La
liberacion de citocinas Tw1 protegera entonces al organismo frente a la reactividad
Tw2 potencialmente patdgena, y sucesivas exposiciones al alergeno consolidarian

la memoria protectora Tu1.

De hecho se ha comprobade que pacientes con esclerosis multiple (una

enfermedad mediada por Tw1) tienen menos prevalencia de asma y alergia. Asi
pues, los paciente atdpicos tendrian una deficiente respuesta Tn1, que seria
incapaz de frenar y revertir las respuestas Tx2, tal como sucede durante el periodo
125)

fetal/neonatal.

)
i



Por otro lado, en investigaciones recientes se ha demostrado que se puede
redireccionar el tipo de respuesta Tw1/Tu2 utilizando vectores de ADN. Gizi
Wiildbawm y colaboradores, demostraron en modelos experimentales con artritis
reumatoide y encefalomielitis autoinmune inducidas: (esta. ultima sirve como
modelo para la enfermedad de esclerosis muitiple en humanos)‘ que se puede
cambiar la polarizacion de Tyl a T2, Explorando el papel de la quum:ocma IF Ny,
lact:vadas hacia

que tiene un papel pro inflamatorio porque estlmula las celulas
un tipo de respuesta Tul, se encontro que el IFNy es anducvdo por

 proteina 10

(P-10), &

La admmustracnon de un plasm:do de ADN que COdlflCa parala proteuna 10,
(IP-10). es capaz de romper 1a tolerancua mmunolognca a se’ ]
inmunidad especuflca contra el producto del gen vacunad
misma IP-10, neutralizando asi la actividad de IP 10 m vivo,
polarizacion de las céluias T anngeno-especmcas hacua THZ _dand
inmunoldgica contra ‘ambas enfermedades: artrms reuf‘nétonde y

lugar-a’ una

proteccion
encefalomielitis autocinmune.

Aungue todavia no esta muy claro cual sea el mecanlsmo exac!o de porque
se genera proteccion contra dichas enfermedades, cuando es alterado el balance
Th1/Th2, hay varias teorias que aun se estan estudiando y queda claro que esto
tiene implicaciones muy importantes en Ia terapia génica con plasmidos de ADN,
en la lucha por curar enfermedades degenerativas inflamatorias y/fo autoinmunes

[

Existe una gran cantidad de evidencia de que el balance entre ambos tipos
de respuestas Ty1/Tw2 es de vital importancia para mantener la homeostasis del
organismo. Sin embargo, hay muchos factores que influyen o que pueden afectar
el balance de las repuestas Tu1/Tu2. entre los que se encuentran la cantidad o tipo
de infecciones, el uso indiscriminado de antibidlicos y la repetida exposicion a
alergenos. Es un hecho de que la respuesta inmune es reguiada por el balance



entre las citocinas Tyl y Th2. Ambos tipos de respuesta a menudo se excluyen
mutuamente. En algunos casos. el predominio de una resulta en proteccion,
mientras que el exceso en la produccién del otro tipo de citocinas puede facilitar la
progresion de la enfermedad, lo que evidencia que las citocinas tienen importantes
funciones durante el desarrollo y como un mecanismo defensivo, pero también su
actividad es parte muy importante en la patogenia de diversas enfermedades.

]
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2.3. Citocinas inflamatorias

Muy brevemente, en este capitulo se van a describir algunas de las
caracteristicas y actividades biologicas mas importantes de las interleucinas 1 y 6
(IL-1 e IL-6), ya que estas dos citocinas van a ser estudiadas en el presente
trabajo. Los dos forman parte de la familia de las citocinas mflamatonas La
primera  tiene una actividad pro-inflamatoria, mientras que la segunda actua;
predominantemente como anti-inflamatoria. Aunque existen otras cnocmas pro-»
inflamatorias (TNFa e INFvy) y anti.inflamatorias (IL-10 y TGF[}) que no fueron‘

estudiadas en el presente trabajo. son mencionadas por su- |mportan<:|a demro de.

las respuestas inflamatorias.

2.3.1. Interleucina-1 (IL-1f3)
Inicialmente la Interleucina—1 (IL-1) se definid como un pirégeno
endogeno, polipéptido estimutador de la maduracion y la activacion de las células
T. Actualmente se sabe que la principal funcion de la IL-1 es como mediadora de
las reacciones inflamatorias y ser potente estimulador de la respuesta inmune. Es
tipos de células tales como: macrofagos, células

sintetizada por diversos
linfocitos T y B, células dendriticas,

endoteliales, queratinocitos. fibroblastos,
neutrdfilos, células det musculo liso. algunas células del sistema neuroenddcrino y,

en general, casi todas las células nucieadas de los organismos vertebrados. La

produccion de IL-1 por los fagocitos mononucleares puede desencadenarse por
productos bacterianos como el LPS (lipopolisacaridos). por citocinas derivadas de
macrofagos como el TNF ., factores estimulantes de colonias, el INFy (que liberan

las células Ty1) o la misma IL-1 y por el contacto con las células CD4*, 14 7 29

Su actividad mas importante es la estimulacion de la actnvacton d
linfocitos T. La IL-1 promueve |a generacion de nuevos Ilnfocnos T colaboradores

ctlva como

fagocitos y de los linfocitos T citotoxicos. Pero la IL-1 tambnen e
estimulante de los linfocitos T2 vy ademas resulta un cofactor para estlmular la




proliferacion y diferenciacién de los linfocitos pre-B, de los cuales depende la
produccion de anticuerpos e incrementa la citotoxicidad de los linfocitos NK, ¢7-24
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Figura 5. Acciones de IL-1 sobre las células del sistema inmune

La IL-1 es la primera de una larga serie de moléculas que forman la familia
de las interleucinas. Actualmente se conocen 28 interleucinas diferentes. Algunas
de ellas comparten actividades biologicas, mientras otras resuitan antagénicas.
Los efectos biologicos de la IL-1, de forma similar que los de TNF, dependen de
las cantidades de citocina liberada. Aunque la IL-1 es activa a concentraciones
muy bajas (1x10'3M), su produccién no es continua y solo se lleva a cabo bajo Ia
estimulacion de los factores que ya han sido mencionados. A concentraciones

-37 -




bajas, la principal funcion de la IL-1 es ser mediador de ia inflamacidn local. Por

ejemplo, la IL-1 actiia sobre las células endoteliales favoreciendo la coagulacion y
aumentando  la expreSic’m de molécﬁlas ‘de’ superficie que median la adhesion
leucocitaria. La IL-1 no actlva dlrectamente a los Ieucocltos inflamatorios, como los
neutroﬂlos, estlmula a Ios fagocntos mononucleares y a las células endoteliales a
producir qunmlocmas que ctivan ‘a los, leucocvtoé es decir, promueve de manera

lndlrecta la qunmnotax:s y la degranula on de neutrofnlos y macrofagos. ¢ L

mayores debldo a alguna mfeccuo

Cuando se secret 3 e cantid S
1 entra en la cnrculaclon y es capaz por s: mlsma de activar al eje hlpotalamlco-
esta c:tocma es “ considerada - como “el- mas _probable:,~
une. Estimula a las células T y B e mduce

hipofisiario-adrenal,
estimulador endocrino de ongen
respuestas inflamatorias, como la produccron de prostaglandnnas y enz:mas
Junto con ‘la -6, elb TNFa, }Ia‘ IL-8 y las-

catabdlicas como colagenasa.

prostaglandinas, la IL-1 es uno de los principales mediadores de ias reacciones

inflamatorias contra infecciones, traumatismos, tumores, entre otros. Sin embargo,
todas estas citocinas aunque son agentes inflamatorios se caracterizan porque al
mismo tiempo inducen la sintesis de glucocorticoides anti-inflamatorios, a traveés
de la estimulacién del hipotalamo y la hipdfisis y el aumento en la liberacidon de la
hormona adreno-corticotropica (ACTH), actuando como mediador enddgeno de la

fiebre y la anorexia, e incrementa la liberacion de corticosteroides ‘de “los

hepatocitos. En el higado induce la produccion de proteinas plasmaticas de fase

amiloide sérico A) que son liberadas como respuesta a las

aguda (como el
(13 17 D

lesiones, e induce el desgaste metabodlico (caquexia).

la  corteza de las .glandulas

Los glucocorticoides se producen en
la borticosterona y la

suprarrenales. En los humanos, el cortisol (hldrocortrsona)
de los cuales el mas abundante es la

cortisona son glucocorticoides,
oS, - la dexametasona

hidrocortisona (95%). Entre los glucocort:condes smte
resulta 20-30 veces mas potente que el cortlsol "La ctnvacnon hlpOflSlarla adrenal
en respuesta a la IL-1 es mediada por la secrecnon del ‘factor liberador de la




hormona adrenocorticotropica (CFR) en el hipotalamo. La IL-1 también estimula la
sintesis de varias sustancias inflamatorias que derivan del acido araquidénico. Las
prostaglandinas participan, lo mismo que los glucocorticoides, en un mecanismo
de retroalimentacion negativa que inhibe la sintesis de la IL-1, 13417

La importancia biolégica de este circuito de regulacién endocrina hace
necesario considerar a la accion del sistema nervioso dentro de los mecanismos
de regulacion de la respuesta inmune.

CRF = Factor liberador
de la corticotropina

o

: 5
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Figura 6. Circuito de regulacion endocrina

De este maodo, a través de la estimulacion del eje hipotalamico — hipofisiario
— adrenal gigura 6. 1a iL-1 asegura una modulacidén de sus principales actividades
bioldgicas dé nétﬁfaleza fnflamatoria. Asi por ejemplo los glucocorticoides inhiben
la proliferacion ‘de los ’linfotﬁitos T probablemente porque disminuyen la sintesis de
L-2, tambié/n: estir‘rjulan la apoptosis de los timocitos mas inmaduros en el timo,
por lo que 'dfminuye la préauccién de células y, ademas, inhiben la sintesis de los




productos derivados del acido araquidonico.  Esta - dltima actividad inhibidora
bloquea la sintesis de tres potentes agentes inflamatorios como los leucotrienos
(via lipooxigenasa), las prostaglandinas (via ciclooxigenasa) y el factor activador

de plaquetas o PAF.

Se han caracterizado dos clases de IL-1 que han sido denominadas a y f3.
Ambas son sintetizadas como un polipéptido precursor de 33 kDa que
permanecen intracelularmente. Dichos precursores al ser hidrolizados ppr enzimas
proteoliticas de la familia de las caspasas (enzima convertidora de" IL-1 o ECI)
derivan las formas biolégicamente activas con un PM de 17KDa’ y muestran
menos de un 30% de homologia estructural entre ellas. Sin embargd. ambas se
unen a los mismos receptores de superficie y sus actividades biologicas son
esencialmente identicas. Las formas de 17 KDa se pliegan en una estructura de
forma de barril rica en bandas de hojas [} plegadas. Ninguna de las secuencias de
aminoacidos de ambas especies de IL-1 presenta sefial hidréfoba que dirija el
polipéptido recién sintetizado hacia el reticulo endoplasmico, por lo que parece
que ambas proteinas se sintetizan como proteinas citoplasmaticas y son llevadas
al exterior de las células por transporte activo. Un tercer miembro de la familia dé— .
la IL-1, es un inhibidor natural de la IL-1, lamado antagonista del receptor de IL-
1(IL-1Ra), es producido por los fagocitos mononucleares, es estructuralmenle'
homologo a la IL-1 y se secreta a traves de vesiculas formadas en el aparato de

Golgi. 5 1 17y

Como se menciond anteriormente las dos IL-1.conoci ‘tienen-el mismo
peso molecular y actividades biologicas, pero son diferentes antigénicamente y

tienen diferentes puntos isoélectricos. Las dos IL-1 son godiﬂcédas por genes

diferentes, aunque estan localizados en segmentos cercanos al gen-de la [32—-
microglobulina, en el cromosoma 2. Pero la sintesis de una u otra forma de IL-1
puede variar segun el tejido y la especie. Asi por ejemplo, al IL-’1[} és la forma que
se produce predominantemente en los monocitos y en las células del cerebro
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humano. En _cambio, en los macrofagos de raton predomlna la sintesis de IL-1«.,
que generalmente se encuentra asocxada ala membrana de Ias celulas.

Se han descrito dos clases dlferentes de recep!ores para IL 1; los cuales
han sido. denommados IL 1R 'y IL-1R ll.. ambos dela superfarmlla de. las Ig El
primero, de mayor peso molecular predomlna en los Imfoc:tos T en Ias celulas
endoteliales, hepatocitos, queraunocnos los flbroblastos y ‘en general en casi
todos los tipos celulares, mientras’ el segundo se encuentra en los Ilnfocntos By
otras células como los monocitos y los neutréfilos, Tanto la IL- ‘la como lall-13y
los antagonistas del receptor de IL-1 (IL-1Ra) compiten por ambas clases de
receptor. Sin embargo, la IL-1« se une principalmente al récep!or tipo'l yes el
receptor principal de las respuestas mediadas por IL-1', m‘ientras que’ los
receptores de clase |l parecen tener mayor afinidad por la IL-1 [3' que por lé'lLf
EPPRENEN N : o

La porcion intracelular del receptor para 1L-1 (IL ~1 R l) esta asocnada a v Vr:as
enzimas cinasas (IRAK), que se autofosforilan y forman complejos de enZImas ‘ ue

activan los factores de transcripcion NF-xB y° AP 1
correspondiente ligando. El NF-xi3 se une al- ADN. y achva la transcr:pc:onsde

genes que codifican para la sintesis de cnocmas pro mflamatonas

El IL-1R Il (se encuentra en forma soluble o anclada en la rr"lémbran’a ‘cf;e‘l_arsv
células) puede actuar como un sefuelo que modularla actividad de la'lL-1. Y‘a‘ E;gé
no transmite ninguna sena! biologica después de haberse unido a la IL-1, es aeci_r
es un inhibidor por competencia de la IL-1, por lo cual es una moléculaﬁﬂconj
actividad anti-inflamatoria. La presencia del receptor II o la sobreexpresic}n‘_ del
mismo (inducida por iL-4). modula la actividad de la interleucina -1 porque
contribuye a reducir sus actividades biolagicas. :

Algo parecido ha sido prbpuesto para explicar la presencia del IL-1Ra, ya
que la unidn de esta molécula a cualquiera de los receptores no se traduce en
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ninguna senal para la célula, es decir, es biclogicamente inactivo y sin embrago
implica el bloqueo del receptor impidiendo que la IL-1« se unaa este EI lL IRy
el IL-1Ra tienen estructuras tridimensionales s:m:lares 5 1a 7 2 :

Tamblen S pos:ble utlhzar inhibidores de la IL-1 como mcdlflcadores de ia
respuesta i nfermedades causadas por produccnon exceswa o no
regulada de citoci como‘ la artritis reumatoide. La inhibicion de la accnon de la
fL-1 por:IL: a’o.los rece ores solubles no ha demostrado ser benef:cnosa en
ensayos “clinico e shock séptico, ‘probablemente debido ' a _ la

redundancna de las. acclones de Ta 1L y el TNF. '

En el suero de personas que han sido inyectadas con LPS se ha podido
demostrar la presencna de sustancias inhibidoras de las actividades biolégicas de
la IL-1. Una proteina mhubldora, que compite con IL-1 por su unién a su receptor
la orina de pacientes con leucemia. La

especifico, ha sido aislada de
IL-1R tienen

administracion de  anticuerpos anti-IL-1R o la solublilizacién del
efectos similares a la administracion de IL.-1Ra, es decir reducen la gravedad de
las reacciones inflamatorias en varias enfermedades y, ademas, disminuyen las

tasas de mortalidad elevadas que son caracleristicas de ellas. "



2.3.2. lmerleucma-G (IL-6)
La interfeucina-6 fue conocida inicialmente como. factor de dlferenmacnon
de las células B  para que inicien la produccion - de mm noglobuhnas b factor

biologicas sumamente amplio.

Es una interleucina plelotroplca porque ue actuar sobre varlos tejldos
diferentes estimulando distintas actnvndades ¢ glcas La IL-G &s una citocina de
aproximadamente 26 kDa y su forma funcn nalkeﬂs‘ probablemente un homodimero,
cada subunidad forma un dominio globularvde ‘cuatro hélices « como en las
citocinas que se unen a los receptores de tipo |. La IL-6 es sintetizada por diversos
las que se encuentran: los linfocitos Tp2 y B, los

tipos de ceélulas, entre
fibroblastos, los monocitos, los macrofagos, los leucocitos polimorfonucleares, los

queratinocitos, las células endoteliales, los astrocitos, las células de la hipdfisis,
las células del estroma de la médula dsea, las células del mesangio, las células
las células del endometrio, las células del musculo liso y células
mieloma, hipernefroma, insulinota, linfomas,

cebadas,
tumorales (mixoma cardiaco,
adenocarcinomas, carcinemas).

La sintesis de IL-6 puede desencadenarse por . la induccion de
lipopolisacaridos (LPS), IL-1, TNF«. foskolina, AMPc e IL-18. Las endotoxinas son
buenos inductores de la sintesis de IL-6 y, por ello, se la encuentra elevada en el
suero de pacientes con infecciones por bacterias gramnegativas, de enfermos con
SIDA o de la infusion de TNF. La concentracion de la IL-6 ha sido encontrada
aumentada en el suero de pacientes con varios tumores y en las células del
estroma del tejido " neoplasico. En algunos casos de enfermedades

autoinmunitarias, . el aumento de la sintesis de IL-6 ha sido relacionado con la

produccion de autoanticuerpos.




La concentracion de IL-6 también se encuentra aumentada en el liquide
sinovial de pacientes con artritis reumatoide y se ha encontrado un incremento en
los niveles‘piasméticos de esta citocina en animales de laboratorio sometidos a
estrés por lo"q'ue' p(,:ede relacibnarse con una reactivacion de varias enfermedades
inflamatorias: ' La IL-6 actua como factor de crecimiento de células plasmaticas
malignas - (plasmocitomas o mielomaé) y de. hecho, muchas ceélulas de los
plasmocitomés secretan IL-6 como faCto( de cr/ecimiento autocrino.

La IL-6 puede favorecer e crecm'uento de celulas somaticas hibridas

producidas por la fusion, de celulas B normales con celulas de plasmocnoma es
que producen antncuerpos monoclonales Por esta razdén,

decir “hibridomas”

algunos han propuesto que la admm:stracuén de antlcuerpos monoclonales anti-IL-
14 17)

6 podria ser de utilidad para Ios pacnentes con un m:eloma

Para que IL-6 estlmule la dlferencuacnon de Ios Iunfocnos B se necesita que
|L-5) hayan esumulado previamente su

otras citocinas (como IL-2, lL‘
multiplicacion. La IL-6 no mfluye sobre Ia multiplicaciéon de los linfocitos B. La IL-6
puede ser producida por los linfocitos Th2 que ya han reconocido un antigeno o
que han sido estimulados por mitégenos, siempre y cuando estén en presencia de
monocitos o de IL-1. Existen varias otras citocinas que son similares a la IL-6.
como por ejemplo la IL-11, el factor inhibidor de leucemias (LIF), la oncostatina M
(OSM), la cardiotropina -1 (CT-1) y el factor neurotréfico ciliar (CNTF). Todos ellos
componen una familia de proteinas que son inductores de la sintesis de las
proteinas de fase aguda. IL-6 es el principal regulador de los genes que codifican
la sintesis de varias- proteinas plasmaticas, como el fibrinogeno. que

para
la IL-6 participa (lo

contribuyen a la respuesta de fase aguda. De este modo,
mismo que IL-1.y el TNF) en la induccion de las reacciones inflamatorias que se

necesitan para controlar las infecciones.

inducen diversos factores anti-

Asi mismo la IL-6 junto con la IL-11
inhibidores de

inflamatorios como el IL-1Ra, receptores solubles de TNF, IL-10,

a4




proteasas y proteinas supresoras de la sefializacion de las citocinas (SOCS), que
suprimen la actividad de los macroéfagos, los fibroblastos y los astrocitos, asi como
la producciéon de IFNy, TNF«, IL-12, proteasas y molé_cLilas de adhesién tanto in

vivo como in vitro.

El receptor de la IL-6 (IL-6R) consta de dos unidades. La.'primera es una
proteina ligadora de citocinas de 60 kDa y en cuya porcion ext'famembranal
contiene un dominio similar a los dominios de las inmunoglobulinas y un motivo de
dos cisteinas /WSXWS caracteristico de los receptores de las citocinas tipo I. La
porcion citoplasmica del IL-6R es relativamente pequefa y no esta asociada con
la enzima proteina tirosina cinasa (PTK). La segunda unidad del IL-6R es una
glucoproteina de 130 kDa denominada subunidad transductora de senales.
también contiene un dominio de inmunoglobulina y el motivo de dos cisteinas
IWSXWS. La porcion citoplasmica si posee las secuencias de aminoacidos o
motivos que se necesitan para interaccionar con las enzimas PTK. Se cree que el
agrupamiento de la subunidad de 130 kDa inducida por las interacciones con los
complejos citocina-proteina ligadora especifica dispara la sefalizacion de la via

Jak/STAT.

~ La IL-6 es uno de los mensajeros que comunican el sistema inmunitari§ con
el sistema neuroenddcrino. Estimula directa o indirectamente la hipdfisis y
provoca un aumento en la prpduccic‘m de |la hormona adrenz‘:corticotrépi‘ca (AC'I;H).
asi mismo al igual que la IL-6, la ACTH puede ser producida tanto por los
linfocitos y los macrofagos como por varias clases de células del sistema nervioso
y de la hipdfisis. La ACTH, a su vez estimula las adrenales y eleva la sintesis de
glucocorticoides, que ademas de modular la respuesta inflamatoria inhiben la
expresion de los genes que codifican para la IL-1 e IL-6. Por otro lado la IL-6
estimula la sintesis de los esteroides gonadales progesterona y'estradiol.

IL-6 también estimula la expresion de las moléculas HLA de Clase | sobre la
membrana de fibroblastos y es un modulador de la proliferacion inicial del tejido

L
'




hematopoyético de la médula osea. IL-6 actiua en unién de IL-4 y de varios
factores mas que son estimulantes de la formacion de colonias. Su actividad sobre
las células de la meédula la complementa posteriormente la IL-3. También se ha
informado que IL-6 puede influir sobre la diferenciacién de varias células nerviosas

y promover la sintesis y la expresion del receptor para IL-2. *7
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2.3.3 El efecto del veneno de abejas sobre la inmunidad '
Existen muy pocos estudios acerca de como influye el verieno de abejas
sobre el s:stema inmune. Sin embargo. algunos resultados son una evndencna de

que el veneno de abejas tiene ciertos efectos ann mflamatorlos
Por éjemplo eh un estudio con ratas cori artritis | natoide. inducida, se

antrartnuco reducuendo el dolor 'y la ,'

(R

animales no artrltlcos

durante etapas tempranas de la artritis mduc:da en rata 5. L -
glucocorticoides y el veneno de abejas: juntos’ ‘son’ los respon’éableé de  la
disminucion de la expresion del gen AGP, lo que indica que este’ ultlmo juega un

papel importante en el desarrollo de Ia artritis en ratas.?®

E! veneno de abejas puede influir sobre el sistema inmune cuando existen
respuestas inflamatorias, como por ejemplo la artritis. Los trabajos realizados
sobre personas alérgicas al veneno de abejas tambien muestran que al inyectar
veneno de abejas como tratamiento desensibilizante, se pueden cambiar los

perfiles de citocinas que estan relacionadas con el tipo de respuesta Tn2 hacia un

tipo de respuesta Ty1.

El presente trabajo, ademas de estudiar el efecto del veneno de abejas
sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos, también tratara de conocer cual es
el efecto de la administracion de pequefnas dosis del veneno de abejas sobre la

produccion de citocinas pro y anti — inflamatorias. De este modo se trata de
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aportar un granito de arena al mejor entendimiento de cual podria ser el papel que
juega el veneno de abejas, utilizado como una medicina alternativa, sobre las

reacciones inflamatorias y la competencia del sistema inmune.




2.4 Las sales de tetrazolioy el MTT

La utilidad de los ensayos de proliferacion celular utilizando el MTT, ha sido
bien documentada en la literatura para muchas diferentes aplicaciones. Estas
sales fueron preparadas por primera vez en 1894 y se utilizan para la deteccién de
la actividad de la deshidrogenasa y de otros sistemas enzimaticos donde son
generados equivalentes redox. Debido a éste hecho son una herramienta muy atil
en la investigacion académica y clinica, y han sido utilizadas ampliamente para
cuantificar la proliferacion celular o para evaluar la citotoxicidad, asi como para
muchas aplicaciones diagnosticas, tales como en investigaciones sobre el SIDA'y
cancer, biologia molecular y celular, diagnosticos enzimaticos y qmmlca clmlca

Inmuno-histoquimica, histologia y patologia. "% @

De las sales de tetrazolio mas conocidas, se encuentra el. n:troa ul;de

ubiquinona como un aceptor de electrones especmco. el

trifeniltetrazolio (TTC) y el clorhidrato de neotetrazolio (NT) d_dnde " ambas

reducciones se ven estimuladas por el citocromo c¢. Otra sal de tetrazolic muy
conocida es el bromuro de 3-(4, 5—dimetiltiazol-2—il)—2, 5 difeniltetrazolio (MTT),
que se utilizd en el presente trabajo. El MTT es una sal de monotetrazolio, la cual
se ha visto que es transformada por el sistema succinato—tetrazolio reductasa,
donde el principal sitio de unidn en condiciones aerdbicas entre el MTT vy Ila

cadena respiratoria involucra al citocromo oxidasa. Sin embargo, como se vera

mas adelante, la reduccidn del MTT no es una reaccion exclusiva de las

mitocondrias. ¢ 6 %

El uso del aceptor de hidrogeno bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2, 5
difeniltetrazolio (MTT) en un ensayo colorimétrico fue inicialmente descrito bor
Mosmann *® para medir la citotoxicidad y la proliferacién celular. - Mas adelante

este ensayo se generalizé y se le comenzd a utilizar en la medicion de actividad

celular.
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El utilizar una técnica como la reduccién de sales de tetrazolio (en este caso
MTT) para medir la viabilidad y el crecimiento celular tiene grandes ventajas,
ademas de que es mas seguro con respecto a otras técnicas. Por ejemplo, el
procedimiento es relativamente simple y el equipo que se utilizé generaimente
esta disponible en la mayoria de los laboratorios, asi ‘mismo la técnica
espectrofotométrica puede detectar cambios fnuypequeﬁos en el metabolismo
celular, siendo mas sensible que la prueba de viabilidad con azul tripano que a
pesar de ser una forma muy simple de evaluar la integridad de la membrana
celular (y asi asumir la proliferacion o muerte cel'ular), no es un meétodo sensible y
por lo tanto no puede ser adaptado para una investigacién de mayor capacidad.
Por otro lado, aunque la medicidén de la’ proliferaciéon celular con sustancias
radiactivas ha sido muy aceptada.v ‘utilizando- generalmente como marcador la
timidina tritiada, éste meétodo involucra grandes cantidades de tiempo y un gran
riesgo al manejar manualmente ~ sustancias - radiactivas que son altamente

cancerigenas y mutagénicas.

El uso del MTT depende de algunas variables que conviene tener en
cuenta. Por ejemplo, en experimentos previos con lineas de células T. citotoxicas,
algunos autores 'Y '@ han demostrado que la sensibilidad del método colorimétrico
depende de la linea celular utilizada. Este método colorimétrico es al menos tan
sen.sible como los ensayos con [3H]-timidina, a pesar de que no depende de la
medida de la radioactividad y por lo tanto es ideal en investigaciones de gran
capacidad donde se manejan un gran nimero de muestras individuales.®’ Otras
ventajas que presenta éste método colorimétrico, es la rapidez de la reaccion,
ademas de que es sencillo, econdmico y reproducible, con un alto grado de

sensibilidad al utilizar un lector de ELISA. # % '@

El "formazan"” es el producto del MTT reducido y varia significantemente,
entre las distintas lineas celulares, tanto en la cinética de formacion como en el
grado de saturacion. La actividad especifica del MTT se ve significantemente
influenciada por un Nnumero de parametros y la mayoria de los autores sugiere que
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las condiciones de experimehtacién'c_ieben ser pre-establecidas o estandarizadas
para minimizar |a variabilidad en los resuitados.

tetrazolio - “son = componentes organicos heterociclicos
: If.:bles en agua, que son convertidos por reduccion a

on ‘autooxidables. A causa de estas propiedades, este grupo de
han_sidb empleados en la medicidén de agentes reductores y como

aceptores‘de' electrones sobre catalizadores enzimaticos. "

+
N\
Figura 7. Formula general de las sales de tetrazolio.

Las sales de tetrazolio que se utilizan principalmente en la Bioquimica y en
Biologia Celular, son derivados: aromaticos del 1,2,3,4 Tetrazol" (sustituidos en

posiciéon 2,3 y 5).

N— N—NH N
74 + HBr
N=— N=—=N N LCH;,
MTT Formazan s B

CH;

Figura 8. Reduccion del MTT a Formazan.



Estas sales son precursores de color amarillento (amarillo-rojizo), que
después de la reduccion forman compuestos que son fuertemente pigmentados,
en el caso del MTT el formazano que se forma es de color morado.” i

Anteriormente se menciond que el MTT es reducido por el sistema
“succinato—tetrazolio reductasa”, el cual pertenece a‘ la cadéna ;‘respiratoria
mitocondrial yr es activo solo en células viables, pero la prueba del MTT, no se
considera estrictamente un ensayo mitocondrial. A pesar de la plena aceptacion
de este ensayo, no se sabe exactamente la localizacidon subcelular ni los eventos
bioquimicos involucrados en la reduccion del MTT. Estudios recientes sugieren
que el transporte de electrones en la mitocondria puede jugar un papel menor en
la reduccion celular del MTT. Dicha reduccién celular, se lleva a cabo
principalmente en el qitoplasma y probablemente involucre cofactores del
nucledtido de piridina NADH y NADPH, ©9 %

La participacion de las mitocondrias en la reduccién del MTT ha sido
inferida por varios estudios con inhibidores respiratorios usando succinato como
sustrato, pero la contribucion de esta actividad sobre la reduccion celular del MTT
es aun desconocida. En 1963 S/ater utilizd inhibidores de la cadena respiratoria
para demostrar que la reduccion del MTT dependiente de succinato en
homogenizados de higado de rata ocurria en dos sitios de la cadena de transporte
de electrones mitocondrial (coenzima Q y citocromo ¢). A partir de este hallazgo
se ha tomado como evidencia que el MTT es reducido por mitocondrias activas de
células viables, pero esto es una prueba insuficiente porque muchas
deshidrogenasas no mitocondriales o la flavina oxigenasa pueden reducir et MTT.

(6, 11. 8u)

Berridge y colaboradores '‘*", investigaron la localizacion subcelular de la
reduccion del MTT utilizando succinato. NADH y NADPH como sustratos, en una
linea celular derivada de la médula osea (32D). A concentraciones optimas de los
sustratos, se observo que hay una mayor reduccion del MTT con el NADH que con

h
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el succinato. También se observd que utilizando succinato, la reduccu:m del MTT
se lleva a cabo prmcrpalmeme fuera de la mnocondrla que en: las. fraccxones
mitocondrial y mitocondrial/lisosomal, lo mismo ocurre cuando se uullza el NADH y
el NADPH, pero en este caso las cantldades de MTTY redué'do en Ia »fr_ac»clon

la reduccnon del MTT. por la fracclon mltocondrlal
cadena resplratorua para explorar como esta

mvolucra O e

vmntocondnal del MTT -ocurre subsecuente ‘a la transferencna
citocromo ¢ al citocromo oxidasa. En contraste con el succnnato‘
mitocondrial del MTT dependiente de NADPH no fue afectado por nlnguno de los
inhibidores resplratonos probados, y la reduccnon dependleme de NADH
solamente es inhibida por la cloropromazina (40-50%), Io que nos suglere que la
reduccion del MTT se lleva a cabo principalmente de manera extramltocon)drlal e
involucra mecanismos dependientes de NADH y NADPH que son insensibles a los
inhibidores de la cadena respiratoria. Vistica en 1991, establecié una corrélécién
entre la concentracion de la D-glucosa en los medios de cultivo y la reduccién del
MTT a formazan en diferentes lineas celulares de tumores, y encontré ‘que la’
concentracion de la D-glucosa juega un papel importante en la reduccion del MTT,
ya que el transporte celular y el metabolismo constante de glucosa son'esenciales
para una maxima reduccion de MTT, es decir entre mas extenso séa‘ el
metabolismo de la glucosa por parte de las células, mayor sera la cantidad de
MTT reducido. Asi mismo la disminucion de la concentracion celular de“los
nucledtidos de piridina NADH y NADPH se acompano por una dlsmmucuon

(8% o0 02y

a reduCcién

concomitante en la produccion de formazan.

Por otro lado, ‘_&g@g en 1992 y Shearman en 1995, encontraron que el
formazan denvado del MTT era depositado intracelularmente en forma granular
alrededor del nucleo y en una incubacion prolongada con M'IT se formaban
cristales de formazan en la superficie de la célula. Mas adelante QQ_QLLLLH y

w
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colaboradores encontraron que los sustratos relacionados con el NADH (tales
como malato;“glutani'ato o piruvato), son igualmente buenos para reducir lo mismo
el MTT ‘q\u'e"*el_s’ucci‘nato en mitocondrias aisladas de cerebro de rata, pero que,
como ya v!o' 'Hén mencionado otros autores, la mitocondria no tiene un papel

exclusivo en la reduccion del MTT. 0 9% o3

El MTT no es permeable a las membranas lipidicas, aunque la
permeabilidéa puede variar segun el tipo de célula, lo que sugiere que el MTT es
introducido a las células a través de la endocitosis y es reducido por una flavina
oxidasa susceptible de N-etilmaleimida (NEM). El formazan s‘e acumula en los
compartimentos endosomal/lisosomal para después. ser transportado a la
superficie celular a traves de la exocitosis. Ningqn'a' de estas vesiculas tiene que
ver con la mitocondria, lo que sugiere que deben tef_\er una importante funcidén
fisiologica. La endocitosis y la reduccidn del MTT® aparentemente requieren de
ATP y NADH generados a través de la glicslisis, o _cpal explica el porque la D-
glucosa y los nucledétidos de piridina afectan e'rylwlza reduccion del MTT. @

AlNn no esta muy claro el sitio y el sistema 'énzﬁi'm‘ético' involucrado en la
reduccidon del MTT, por lo que no es muy facil expllcar las discrepancias existentes
entre la prueba del MTT y otros métodos’ para medl Ia prollferacnon celular y la
viabilidad. Sin embargo. actualmente se reallzan k
inhibicién de 1a reduccion celular del MTT. con un mdncador temprano especifico de
la enfermedad de Alzheimer. Las personas con este desorden tienen
acumulaciones intracerebrales de la protema B- amnlonde la cual actua como
neurotoxico en dicha enfermedad. Estos hallazgos, estan en estudio y puedén

Igunos estudios 'sobre la

ayudar a clarificar el mecanismo por el cual la proteina p-amiloide inhibe la
reduccién del MTT y ayudarnos a comprender cuales son los mecanismos
especificos involucrados en la reduccion del MTT y en la patogenia de la

enfermedad. *"

h
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TESIS CON
"LL_A_,DE'. ORIGEN

"Sean capaces siempre de sentir, en /o mds hondo, cualquier injusticia realizada
contra cualquiera, en cualquier parte del mundo. Esta es la cualidad mds /inda del
revolucionario”

Ernesto “"Che” Guevara

“Ser pueblo, hacer pueblo y estar con el pueblo”
Lucio Cabaniias




1. OBJETIVO E HIPOTESIS

3.1. Objetivo

El presente trabajo tiene como objetivo conocer si la administracion
subcutanea de veneno de abeja en los ratones modifica o no ia respuesta
proliferativa in vitro de los linfocitos esplénicos de éstos animales y, ademas, la
concentracion en el suero de las citocinas inflamatorias IL-1 e IL-6.

3.2. Hipodtesis
1) Al inyectar subcutaneamente diferentes dosis de veneno de abejas en ratones
sanos de tres meses de edad, |a respuesta proliferativa in vitro de los linfocitos
del bazo se va a incrementar c_ié'dna manera proporcional a-la cahtidad de

veneno inyectada.

2) Al inyectar subcuga’riééniéﬁie diferentes dosis de veneno de abejas en ratones
sanos de tres meses de edad, 1a concentracion de la citocina anti-inflamatoria
IL-6 en ‘el suero va,ka- aumentar al mismo tiempo que disminuye Ila

concentracion de la citocina pro-inflamatorias IL-1.

Y
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Cretivlo IV
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"Wada esta por copiar, todo estd por crear”
Gaston Bachelard

TESIS CCN ast
La biblia de Changall

FALLA LE ORIGEN

“Impregna mis escritos que el valor del mundo reside en nuestra
interpretacion (que quizas en alguna parte son posibles todavia otras
Interpretaciones que las meramente humanas), que 1as interpretaciones
tradicionales son apreciaciones perspectivistas, gracias a /las cuales podemos
mantenernos con vida, es decir corr voluntad de poder, de crecimiento de/
poder; que toda elevacion del hombre comporta /a superacion de
interpretaciones mas limitadas,; que todo refuerzo conseguido, toda externsion
de poder, abre nuevas perspectivas y significa creer en nuevos horizontes. £/
mundo que nos es un poco tolerable es falso, es decir: no es ningtn hecho,
s/ino wuna invencion poética y el redorndeo a partir de una pequeria suma de
observaciones, estd «en Mujo», como algo en devernir, como una rfalsedad

(LT gy ey

Friederich Nietzsche

B7

O e

siempre perpetuamernte removida y Que nunca se acerca a /a verdad, pues no
hay «verdad» alguna.”
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IV. DISENO EXPERIMENTAL

4.1. Estandarizacion de la técnica del MTT

Para este trabajo se utilizd inicialmente un grupo de ratones CDA1
seleccionados al azar para el entrenamiento en el manejo de los animales, asi
como la inyeccion subcutanea, procedimientos de anestesia, diseccidon de bazo,
separacion de las células esplénicas, puncién retro-orbital, obtencidén de las

muestras de sangre y separacion de suero.

Una vez que este entrenamiento hubo terminado, fue -necesario
estandarizar la prueba colorimétrica de la reduccion del MTT con el objelivo de
obtener las mejores condiciones de trabajo, ya que, como se ‘ha menmonado
anteriormente, el formazan producido de la reduccién del MTT varia de acuerdo al
tipo de células utilizadas y a las diferentes variables que puedan afectar los
resultados. Para lograr una estandarizacién satisfactoria, fue necesario’ modlflcar
las diferentes variables y observar como influian éstas sobre los resultados de tal

manera que las céluias estimuladas lograsen reducir la maxnma cantldad del Ml T:

estimular la proliferacion

condiciones de esterilidad,

aquellas suspensiones con una viabilidad mfer:or al 5% al
las muestras tamr

cultivos. La contaminacion accidental de ien~implicaba la

eliminacion de ese material. .
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4.2. Medicion de la proliferacion linfocitaria

Una vez estandarizada la técnica bajo nuestras condiciones de trabajo, se
procedid a seleccionar los animales que serian utilizados con fines experimentales
y sus correspondientes controles, de acuerde al disefio que se esquematiza en la
siguiente figura. Brevemente se trabajo con tres grupos de ratones y de cada uno
de ellos se obtuvieron muestras de células de bazo y de sangre periférica.

E@@

nE f '
Muestraﬂ;nes D¢

de bazo Muestra
de sangre

Cultivo
de celilas Tratatento
{ S
{VA SSI control) ELISA
(ensayo iInmunoenzZimatico)
lTecnica de

reduccion det MTT

Determinacion
deil-1eil-6

{Jeterminacion de
proliferacion nfocitana
saiuacion d2 los rasultados
por un analisis ce vananza
¥ paria prueba da Tukay

Figura 9. Esquema general del disefio de experimentos.
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Se comenzé aplicando tres dosis del veneno de abejas (baja, media y alta)
e inyectamos subcutdneamente los tres subgrupos de ratones que corresponden
al grupo del veneno de abejas, esto se realizd cada tercer dia durante un mes.

Lo mismo hicimos con.el grupo que fue tratado con solucidon salina
isotéonica. El grupo 'comrpl _no',fu‘e‘ tratado. En todos los casos los ratones fueron
pesados antes de cada inyéé:ciéh'. !._os r}a'tohesbal final del tratamiento con veneno
de abejas y solucion salina'isqtéhiéé; asi como los que no recibieron tratamiento
fueron sacrificados para obté'rvu_a‘rll‘aé células de bazo y cultivarlas en presencia del
mitdgeno concanayalina (Cpn-A')'. L_a de;erminacién de Ia respuesta proliferativa

fue a través de 1a técnica del MTT.
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4_3. Determinacion de IL-1 e IL-6

De |a sangre periférica obtenida de los animales, se utilizéd el suero para
determinar las concentraciones de IL-1 e IL-6 por medio de un ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA) utilizando la técnica del “sandwich". B

Los resuitados obtenidos de todos los experimentos se, evaluaron mednante
un analisis de varianza y por la prueba de Tukey al reallzar las comparacnones

inter-grupos, con un nivel de confianza de p<0.05.
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TESIS CCN
FALLA CE ORiGEN

CQuUE es lo que unicamente puede ser el conocimiento ? -Interpretacion, 1o

wexplicacion» "
Friederich Nietzsche

CPor qué serd que el Che tiene esta peligrosa costumbre de seguir naciendo?
Cuarnto mds lo insultan, lo manipulan, lo traicionan, mds nace.

£/ es e/ mds nacedor de todos.

ENO serd posible porque el Che decia lo que pensaba y hacia lo que decia?,
ENo serd que por eso sigue siendo tan extraordinario, en wun mundo donde /as
palabras y los h1echo muy rara vez se erncuentrarn, no se saludar, porque ro se
recornocen? ”

Eduardo Galeana

E! nacedor
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratones CD-1, machos, de 3 meses de edad y con un peso
corporal entre 20 y 25g. Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la
Universidad Auténoma Metropolitana, plantel Xochimilco, en donde permanecieron
durante todo el tratamiento con veneno de abejas. Posteriormente se trasladaron
al Laboratorio 202 de Biologia Molécular (Inmunologia) del Departamenio de
Biologia en la Facultad de Quimica (UNAM), donde se llevd a cabo toda la parte

experimental.

Mientras estuvieron vivos todos los animales. se mantuvieron en
condiciones Optimas tomando en consideracion su bienestar y sailud, de acuerdo a
las normas internacionales que existen para el cuidado y manejo de los animales
de laboratorio que son utilizados en la investigaci.én;

Durante el tiempo que los animales estuvieron bajo tratamiento, se observo
su comportamiento, asi como su aspecto fisico, para detectar si el veneno de
abejas les causaba algun efecto indeseable. También se registrdé su peso cada

tercer dia.



5.2. Tratamiento

Los animales fueron separados en tres grandes grupos de acuerdo al
tratamiento recibido durante cuatro semanas. (I) En un primer grupo estaban los
animales control que no recibieron tratamiento. (ll) En un segundo grupo los
ratones que fueron tratados con soluciéon salina isotdnica esteril y finalmente, (lI1)
en un tercer grupo los ratones que recibieron el veneno‘de abejas. Este ultimo
grupo se dividid a su vez en tres subgrupos de acuerdo a la concentraciéon de

veneno administrado.

lll.a. inyectados con 0.5 mg/Kg de veneno-de abejas
lIl.b. /inyectados con 1.0 mg/Kg de veneno de abejas

lll.c. inyectados con 2.0 mg/Kg de veneno de abejas

Los animales“se pesaron cada dia que recibian las inyecciones para
conocer si el peso corporal presentaba alguna variacion durante el tiempo en el
que los animales estuvieron bajo tratamiento. Por otro lado, también se cbservo el
comportamiento y los animales que presentaron reduccion en el peso o algun

signo de enfermedad fueron descartados.
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5.3. Veneno de abejas )

La solucidon del veneno de abejas® que fue inyectado‘én'los ratones, se
prepard utilizando veneno de abejas comercial liofilizado “(Sigha'lA/driéh) en
solucidn salina estéril, para obtener las dosis de 2mg/Kg' 1 mg/Kg y O'Smg/Kg, ba;o
las condiciones de esterilidad adecuadas. ‘

debido a que se pueden desnaturalnzar las protelnas y en mas erdlendo asi su

efecto.

' Ver el apartado X, que corresponda a las soluciones y reactivos.




5.4. Linfoproliferacion

5.4.1. Sacrificio de los animales y obtencion de muestras
Para obtener las muestras de sangre periférica, fue necesario anestesiar
con éter a los animales, en una camara de anestesia. Una vez que se durmio cada
animal, se toma una muestra de sangre por puncion retro-orbital. La sangfe asi
obtenida, se coloca dentro de un tubo de ensayo y se deja reposar,un:tiempc
hasta que se forma un coagulo, para separar el suero. El suero se- guarda a -_‘

20°C, hasta su uso en la determinacion de citocinas.

Posteriormente los animales se sacrlflcaron por dlsloc
sumergieron en alcohol al 70% para desinfectar Ia plel e lnmedlatamente y bajo -
condiciones de esterilidad, es decir en una campana ‘de’ fIUJo Iamlnar se Ies abno

la cavidad abdominal para extraer el organo hnfonde L
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5.4,2. Extraccion de linfocitos )

El bazo se coloca en una caja Petri que se encuentra sobre hielo con S mL

de solucion salina balanceada de Hanks® (Slgma-AIdnch) posteriormente’ se

perfunde el bazo con otros 5 mL de la misma solucnon con la ‘ayuda de una Jermga
que tenga una aguja de insulina, de tal forma que se dlsgreguen las células.

La suspension asi obtenida se centrlfuga a 2000rpm durante 3 mnnutos Las
células se resuspenden con 1mL de solucién hemolizante®. dejando reposar
durante 5 segundos con el fin de eliminar los glébulos rojos. Transcurrldo este
tiempo se adicionan 5mL de solucion de Hanks y se centrlfuga nuevamente a
2000rpm durante 3 minutos. Una vez eliminados los eritrocitos, las celulas .se

lavan dos veces con medio de cultivo RPMI 1640 sin suero.

Por ultimo las células esplénicas se resuspenden en 1 mL.de medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado con: suero fetal bovino al 10%; éminoa’cidos_no
esenciales. antibioticos. antimicdtico y un amortiguador dé pH.’ o

> Ver el apartado A, que corresponde a la preparacion de soluciones y reactivos
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5.4.3. Cuenta y ajuste celular

Se cuentan las células para determinar la viabilidad de éstas con el

colorante azul tripano. Para ello, se toma una alicuota de 20ng de la suspens_ién .

de linfocitos y se mezcla con un volumen igual de azul: tripano, tratando de

homogenizar muy suavemente la mezcla. Solamente - se cumvaron aquellas

suspensiones de células con una viabilidad supenor al 95%. -

Para determmar la labuhdad se’ utrhzé un hematocntometro o camara de

Neubauer, ast como un mlCl’OSCOpIO éptico. Se tomo una alicuota de 20pg de la

suspension anterlor y se Ilené cwdadosamente ambas camaras de contaje del

hematocitometro.. .
El co}nteo‘de‘ las ceélulas "' se llevé a cabo de la siguiente forma:

TELIS CCN
FALLA DE ORIGEN

Figura 10. Esquema de los cuadriculas de la camara de Neubauer, tal como se observan al
microscopio.

Se cuentan las células del cuadro central y ‘de los cuatro cuadros de las
esquinas en el cuadrado central, que aparece rodeado por un circulo en la figura
anterior. Las células muertas se tifien de azul, de tal forma que la diferencia entre
las células vivas y las células muertas es muy clara.

GS



Figura 11. Esquema de una de las 5 cuadriculas seleccionadas. en !a cual aparecen como
puntos negros las células que deben ser contadas.

Se cuentan las. células que tocan la linea supenor y la linea xzqwerda del
perimetro ‘de’ cada cuadro, como aparece en la figura 11.. No se,cuentan ‘las
células que tocan la linea inferior y la linea derecha del penmetro de cada cuadrb.,‘ i

El numero de células en la suspens:én se calcula utlhzando Ia S|QU|ente~

formula.

No_promedio de ceélulas contadas x 25 x 10* x 2
5

3Céluiasth“'s
Donde: 25 es el factor de dilucian, .
10 es el factor de conversion de ia camara de Neubauer
5 es el numero de cuadros en que se contaron las células

Una vez contadas las células viables, la suspension fue ajustada a 300,000
células/100uL, es decir a 3x10°cel/mL.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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5.4.4. Cultivo de las células y estimulacion de la proliferacion

utilizando el mitégeno Concanavalina A.
Las ceélulas provenientes de cada ratdn se sembraron por sextuplicado

utilizando microplacas de cultivo de 96 pozos (Costar). bajo condiciones de

esterilidad. A cada pozo se agregaron 100ul de la suspension celular
previamente ajustada. posteriormente a tres de los seis pozos. se les adiciona
20uL de la solucién de Con-A a una concentracion de 5ug/mi. con el fin de inducir
la proliferacion de las células. Se dejan tres pozos sin adlcmnar Con-A - que Nos
serviran para medir la actividad basal (sin estimulacion) de las celulas ‘no obstame

se les agrego 201l de medio RPMI suplementado para conse var ‘el volumen flnal

igual en todos los pozos.

La mlcroplaca se incubd a 37°C. 95% de humedad y 45% de COa, en una

incubadora durante 48 horas
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5.4.5. Método de ia reduccion del MTT

Transcurridas las pri 48 h de incubacion, a cada pozo de Ia
micropiaca se afiadié 20uL de la solucitn de MTT, a una concentracion de
Smg/mL. en una solucitn rtiguad de fosfatos (PBS). Se incubd duranie 4

horas a 37°C y 95% de humedad, con &l fin de que se forme e formazan por la
reduccitn del MTT.

de MTT y de

Unawzﬂnmmwawmm,mmumm.
100uL de una solucion de lisis que contiene dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%
en HCI 0.01N, esto hace que los cristales de formazan salgan del citoplasma de
las células rotas y se disusivan, asi que se obtiene una soluciéon homogénea.

La incubacion se mantiene durante toda la noche y al dia siguiente se mide
ia absorbancia en cada pozo utilizando un lector para micropiascas (Dynex) a
490nm.

Se utilizd esta longitud de onda (490nm), segun los resultados de los
experimentos realizados para la estandarizacion de esta ¥cnica que se deecriben
mas adelante, en la seccion de resultados.

© phoaphate bufler solution TESIS CON
FALLA LE ORIGEN \ -




5.5. Cuantificacién de citocinas

La cantidad de cilocines inflamatorias (IL-1 e IL-8), se determindé en les
muestras de suero obtenidas de cada ratén, empleando la técnica de ELISA—
sédndwich.

anticuerpo monocional biotinilado

e T S o

Articuerpc monocionat, \I/ \[/ \I/ \I/
ge capurg ——3-|
Figura 13. Muwammahmmmsw.uwamm
P ol h i de [ L ol igeno (que viene en ol suero
y o 16 B

Para la determinacion de la citocina IL-18 se utilizé un kit comercial
(Quantikino® M - MLBOO) en el que los anticuerpos de captura anti-iL-18 de raton -
ya se encontraban adheridos a la piaca de ELISA. Por ollo s6io se tuvo que afiadir
fas diuciones seriadas de a IL-18 para I8 curva patron y las muestras de los
sueros de cada ratéon. Se hicieron cinco lavados con 400ul. del buffer de lavado
(Part 8950024) y se adicioné 100ul a cada pozo del segundo anticuerpo anti-IL-1p
marcado con fosfatasa alcalina. Después de incubar por una hora a temperatura
ambiente, se lavo otras diez veces la piaca con 400ul del buffer de lavado.

Se adicionsron 100uL del sustrato de la enzima (H:Oxfetrametibenzidina),
dejando incubar por 30 minutos a perat bk hasta que se desarrolls
el color de la reaccion. Finaimente se detiene Ia reaccion adicionando a cada pozo
S0ul. de HCI diluido. La densidad dptica se determind utilizando un lector de
placas (Dynex) a 450rnm. El rango de deteccion de ja IL-1B murina con oste kit os

de S00 & 7.5 pg/mi.
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN ‘ -72-




Para determinar la IL.-6. se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos
anti-IL-6, los cuales se solubilizaron en un amortiguador de NaHCOas (J. 7. Baker)
0.1M, bH;8‘,2." Ayi:ra'd.a pozo de una microplaca de ELISA (Costar) se agregaron
50uL de s:‘:lu“ciéﬁ*amerior con los anticuerpos de captura. (anti-lIL-6), dejando
reposar duféhte toda la‘noche a 4°C para que los anticuerpos se adhieran a la
mlcroplaca Transcurrldo este tiempo se hacen tres lavados con una solucidn de

F’BSITween—20 al 0.5% yse agregan a todos los pozos 100 1l de una soluciéon de
PBS/BSA al 3% para bloquear el pegado no especnflco e mcubando durante dos

horas a temperatura ambiente.

Postenormeme se bhacen otros cuatro lavados con PBS/Tween y en

algunos’ pozos se anadio por duplicado 100l de IL 6,m en Ias dllucnones seriadas
de la cnocma recombinante para la curva patron En Iost pozos restames se

anadneron 501 de PBS/BSA al 1% y 50ulL de los sueros antes mencronados {un
a 4‘?C.

solo suero por cada dos pozos), dejando lncubar toda la nocl

Al finalizar este tiempo se hacen otros cua mas de los pozos de

la microplaca utilizando una solucion de PBSITwe ente se anaden a

cada pozo 100ulL del segundo antncuerpo mono ona u}nl‘adrd especifico para

IL-6, solublizado en PBS/BSA, dejandp incubar la rreacl:c':ibn’y,:_d‘ufante una hora a

temperatura ambiente.

En seguida se realizan otros seis lavados de los p{:zds de la microplaca
con la solucion de PBS/Tween y se afaden a cada pozo 100uL de una solucién de
estreptoavidina peroxidasa (S-HRP) disuelta 1:4000 en PBS/BSA al 1% dejando
incubar por 45 minutos a temperatura ambiente. Al terminar esta incubaciéh se
realizaron otros ocho lavados con PBS/Tween y después se aﬁadierbn a lpdos los

pozos de la microplaca 100uL de una solucidn del sustrato ABTS® tapa’nvdos'e

inmediatamente la microplaca para evitar la luz durante 20 minutos mas de

7 Albtimina sérica bovina, en una solucion amortiguadora de fosfatos al 3%
3 Acido 2,2 -azinu-bis (3-etibbencentiazoln-8 su{onico) sustrato para la peroudasa

TESIS CON
FALT A P ORIGFN




incubacion, hasta que se desarrolla el color de la reaccion. Después de ese tiempo

se puede detener la reaccion afiadiendo a cada pozo 50uL de una solucién de

DMF®agua destilada al 50%. La lectura de absorbancia de la reaccion se hizo a

405nm, en un lector de placas (Dynex). EIl rango de detecc:on de esta prueba es

de 2000 a 7. 5pg/mL

absorbancnas reg:stradas para cada mues ) en la curva patron correspondlente

s Dimetilformamida al 50% en agua destlada
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5.6. Estandarizacion de la técnica del MTT
Los animales que se utilizaron para este fin, no recibieron ningun
tratamiento previo. Para estandarizar esta prueba colorimétrica fue necesario
realizar diversas variaciones a la técnica, hasta que obtuvimos los resultados
optimos en nuestras condiciones de trabajo. Se realizaron diferentes ensayos
utilizando la técnica del MTT, con el fin de que las células esplénicas estimuladas

reduzcan la mayor cantidad de sal de tetrazolio, mientras que las células

esplénicas de ratones no estimuladas den valores de reduccion

considerablemente mas bajas, debido a que se supone no hay proliferacion
celular. Se compararon los resultados obtenidos cuando las células del bazo eran
separadas utilizando ficoll-hypaque o una solucidn hemolizante a base de NH4Cl y

Tris base.

.En cada uno de estos casos se variaron- la velocidad y los tiempos de
Los resultados se leyeron a 450, 490 y 630nm en el lector de .

centrifugacion.
placas (Dynex).

mco‘concentracmnes dlferentes 1,72, 3 4 Y Sug/ml. leyendo las
absorbanc s a 450 490 y 630nm. . Finalmente reallzamos un barndo a dlferentes .

absorbancna obtenldos entre las células estimuladas y las células no esnmulad
Ademas, durante cada experimento se monitoreé la viabilidad celular desde ‘el
primer dia de experimentacion hasta el dia en que se detiene la reaccnon para‘
hacer las . lecturas de absorbancia Todos 'los datos que obtuvnm s fuerong

anallzados por métodos estadfstlcos para obtener los valores promedlo y:sus S

correspondientes medldas ‘de dlSpersnén

~
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iTodo no vale nada, si el resto vale menos?!”
Bertolt Brecht

“El infierno de /os vivos r1o es 3lgo que serd,; hay uno, es aquel que

existe ya aqui, el inflerno que habitamos todos los dias, que formanos
estando juntos. Dos maneras hay de no sufrirlo. La primera es racil

para muchos: aceptar el inflerno y volverse parte de el hasta el purnto de no
verlo mdas. La segunda es peligrosa y exige aterncion y aprendizaje
continuos: buscar y saber reconocer quien y que, en medio del infierno,

no es el infierno, y hacerlo durar, y darle espacio.
Italo Calvino

Las ciudades invisibles
&/ infierno de los vivos




VIi. RESULTADOS

6.1 Resultados de la estandarizacion

Para la estandarizacion de la prueba colorimétrica del MTT, se utilizaron
linfocitos provenientes del bazo de ratones, manteniendo la concentracion de
células constante (3x10%cel/pozo), se varid la concentracion del mitégeno
concanavalina-A en 1, 2, 3, 4 y 5ug/mL y se utilizaron dos formas diferentes para
separar las células blancas de todo el paquete celular. En el primer caso se utilizo
Ficoll-hypaque y en el segundo utilizamos una solucidn hemolizante, en ambos
casos se sembro por friplicado cada suspensiéon de céluias y las microplacas se
leyeron a 450, 490 y 630nm, después de haberlas incubado en presencia del MTT,

durante 4 horas.

Proliferacion de linfocitos a diferentes longuitudes de onda,
comparando solucion hemolizante vs ficoll.

—a— hemolizante —o— ficoll
09, .. . PO
o8 ._\.’_'_’__.\-/‘ 450nm
o7 450nm
S os
[=% .
= 05 490nm
S '
8 oas 630nm’
2
03 R
= 490nm |
02 \ - 630nm |
[ == H
T o1 o—
o - -
1 2 3 4 s

Concentraclon de Con-A (ug/mL}
Grafica No.1, Comparacion de la técnica del MTT utilizando dos meétodos de sgparacidn celular a
diferentes longitudes de onda y diferentes concentraciones de Con-A, .
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Las absorban;ias"corfespondientes a la formacién del formazan en cada
serie devpgz‘os ; pr;:;meaiaron y se graficaron para obtener una curva de
estimulaciéh’k:dn Cléh-Ar‘a dit.'eremes longitudes de onda, donde la densidad optica
(D.O.) representa l1a _cantidad del MTT reducido por las células estimuladas a
dlferentes concemracmnes de Con-A utilizando Ficoll y solucidn hemolizante. En
ambos ' métodosise sigue- ‘el ‘mismo patrén de reduccidn, es decir, la mayor
a';4;50nm. A esta longitud de onda se obtienen valores
a”ailnque las diferencias son pequerias en ambos
|nfocnos Cuando se estimulan las células con Con-A

reduccion del MTT:f

ados con la solucion hemolizante que con el Ficoll. Por lo

Los datos que se muestran en !a grafnca No 2, representan la cantidad del
MTT reducido por Ios Ilnfocnos a dlf ‘rent concentracnones de Con-A y diferentes
longitudes de onda. A 450nm hay una ayor reducclén del’ MTT a todas las
concentraciones de Con-A empleadas. sin embargo la dlferenma de absorbancias
entre las células estimuladas y no estlmuladas es’ muy pequeﬁa e incluso se

puede observar que en algunos cas s las celulas basale tlenen un valor mas alto

de absorbancia que las celulas estnmuladas.

A 490nm los valores de absorbancia en las céldlas estimuladas con 1,2, 3,

estimula realmente a las células es de S5ug/mL.y que las concentraciones menores

a este valor no las esta estimulando, pareciendo inhibirlas.
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Gréfica No.2 Comparacion entre fas células no estimuladas y células estimuladas a diferentes concentraciones de Con-A

y diferentes longitudes de onda
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Finalmente a 630nm, observamos que los valores siguen un patréon
parecido al anterior, s6lo que en este caso los valores de absorbancia son
menores en comparacién con los valores obtenidos a 490nm.

Se calcularon los valores delta (A) de estas reducciones, es decir, se restan
los valores de absorbancia obtenidos de las células estimuladas menos los valores
de absorbancia obtenidos de las células no estimuladas y observamos que a las
tres longitudes de onda empleadas, los valores fueron negativos cuando se
afnadieron 1, 2, 3 y 4 png/mL de Con-A. Unicamente cuando las células fueron
estimuladas a 5ug/mL del mitégeno se obtiene un valor A positivo, encontrandose

que a 490nm el valor A es mas alto.

Con-A |[ 450nm |[[ 490nm |[ 630nm
1pg/mL |[ -0.0609 |[ -0.078 |[ -0.072
2pg/mL || -0.034 || -0.172 -0.162
3ug/mL || -0.063 || -0.199 -0.185

4ug/mtL || -0.039 || -0.180 -0.168
Spg/mL 0.044 0.169 0.138

Tabla No.1. Valores delta (A) a las diferentes longitludes de onda y
diferentes concentraciones del mitdgeno. ’

Utilizando una concentracion de Spg/mL del mitdégeno, se realizé un barrido
a diferentes longitudes d e onda (450, 490 y 630nm) en las mismas condiciones
experimentales. Los resultados asi obtenidos fueron promediados y se muestran
en la grafica No.3, donde los valores de absorbancia corresponden a la cantidad
del MTT reducido por las células estimuladas y no estimuladas. Al comparar las
absorbancias obtenidas de las células basales y las estimuladas a las tres
longitudes de onda mencionadas, se observa que a 490nm se presenta la mayor

diferencia entre ellas.
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Segun los resultados mostrados en las graficas anteriores, se puede ver
gue la concentracion del mitdégeno, en este caso concanavalina si influye de forma

significativa sobre los valores de absorbancia, asi mismo la longitud de onda a la

que se leen la microplacas también influye mucho para obtener los valores

adecuados y disminuir los errores en la experimentacion. Considerando lo anterior

los valores Optimos seleccionados para nuestras condiciones de trabajo

experimentales se obtienen a 490nm, utitizando 5.g/mL de Con-A.

Comparacion de las células sin estimular vs células
estimuladas con Con-A (51g/mL) a diferentes longitudes de
onda .
B Sin estimular = Estimuladas

Absorbancias (D.0)

Longitud de onda ()

Gréafica No. 3. Barrido a diferenles longitudes de onda, donde se muestra que a 490nm
se obtienen los valores o6ptimos.
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6.3 Variacion de los pesos de los ratones

El peso de cada animal se valord y se registré cada tercer dia. Hubo un
ligero aumento de peso en todos los grupos de ratones debido al crecimiento
normal de los animales. En la siguiente grafica podemos apreciar que no hay
ninguna tendencia diferente a lo esperado. Tanto el grupo que no recibié ningun
tratamiento, como el grupo tratado con solucion salina isotdnica y los que
recibieron tratamiento con veneno de abejas a diferentes dosis, no presentan

variaciones significativas en cuanto a su peso.

Variacion del peso de los ratones durante ‘el tratamiento

30.04
27.5
% 25.04
g 22.54 —e— Sin tratamiento
—— SSI .
—e— VA - 0.5mg/Kg i
20.0- ) R —o— VA - 1.0mg/Kg -
B TP . Te=VA-2.0mg/Kg

Posteriormente’a’ estos’valores ise
brevemente | ANOVA de " un’ solo: factor

desiguales, “con - un’ |

e”_p<0.05; donde, las hipotesis

relevantes son Hy! fisT = pssii= tlos = o = Hz20o, que indica que los pesos de los
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ratones son iguales para cada tratamiento, contra H,: al menos dos de las ; son

distintas.

Los resultados fueron resumidos en un formato tabular denominado tabla
de ANOVA. Como el valor critico para la regién de rechazo es Foos, 4, 506 = 2.53 >
2.31=f, la hipotesis nula es aceptada, es decir, no representa diferencias

significativas entre los pesos de los ratones de los diferentes grupos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados V2
variacion libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 25.69 6.42 2.31
(entre
grupos)
Error (dentro 59 163.66 277
de grupos)
Total 63 189.35
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6.4 Linfoproliferacion (in vitro) utilizando la técnica
del MTT

6.4.1. Proliferacién de los linfocitos en estado basal
En la siguiente grafica, se muestra la proliferacion de los linfocitos en
estado basal, sin Con-A para estimularios, donde el eje de las X muestra las

barras correspondientes a la reduccién del MTT por los linfocitos de cada grupo de
ratones, no habiendo diferencias entre los diferentes grupos.

Reduccién del MTT por los linfocitos en estado basal

g T »—2
=] T
= e
£ Ej €
= o €=
= =2 =
E ==
= (o]

g E =

S,
0.0- ST EE]]

VA 0.5 mg/Kg VA 1.0 mg/Kg VA 2.0 mg/Kg
Tratamientos

Grafica No. 5 Representacion de la respuesta proliferativa de los linfocitos esplénicos sin
estimular

Se efectuaron los calculas para comparar la cantidad del MTT reducido por
los linfocitos espiénicos de raton con los diferentes tratamientos: con y sin veneno
de abejas. Los resultados de los calculos estadisticos se muestran en la siguiente

tabla de ANOVA. Representamos con u, el promedio real de cada ensayo sin
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estimulacion con el mitégeno Con-A que corresponde a la densidad 6ptica (D.O.) y

representa la cantidad del MTT reducido por cada grupo de ratones.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados f
variacién libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 0.0032 0.0008 0.92
(entre
grupos) .
Error (dentro 20 0.0174 0.00087
de grupos)
Total 24 0.0206

La hipdtesis nula Ho! HsT = Mssi = pHo.s = Hi0 = H20 establece que el promedio
real de ia cantidad de MTT reducido es idéntico para los cinco tratamientos. E|

valor critico F para la region de rechazo es Foos.4.20 = 2.87.

Segun los datos de la tabla, observamos que f = 0.82 es menor que Fggs, 4,

2 = 2.87 y por lo tanto Ia hipdtesis nula He se acepta, indicando que la proliferacion
de los linfocitos no estimulados con Con-A entre los cinco grupos de ratones no
son distinguibles, es decir no hay diferencia estadisticamente significativa al nivel

de 0.05,
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6.4.2. Proliferacion de los linfocitos estimulados con Con-A
En Ia grafica No. 6 se muestra la proliferacién de los linfocitos estimulados
con Con-A donde cada barra representa los valores promedio de las densidades
Opticas correspondientes a la reduccion del MTT por los linfocitos de cada grupo

de animales.

Reduccion del MTT por los linfocitos estimulados
con Con-A

-1
—_ o=3
5 m e =
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: g N
8sl VA 0.5mg/Kg VA 1.0 mg/Kg VA 2.0 mg/Kg

Tratamientos

Grafica No. 6 Representacion de [a respuesta proliferativa de los linfocitos estimulados con
el mitbgeno.

Al igual que para los pesos de los ratones y la linfoproliferacion en estado
basal, analizamos los datos a través de una ANOVA. Los resultados se resumen
en la siguiente tabla donde p, corresponde al promedio real de las densidades
opticas (D.O.) de cada grupo de animales y la hipotesis nula Ho: pust = pssi = pos =
1.0 = H20 establece que el promedio real de la reduccion del MTT es idéntico en
los cinco grupos de animales con diferentes tratamientos. El valor critico F para la
region de rechazo es el mismo que en el caso anterior puesto que utilizamos los
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mismos animales bajo las mismas condiciones y por lo tanto los grados de libertad
son los mismos, asi que Fgos, .20 = 2.87.

[ Fuente de Grados de Suma de Cuadrados 7
variacion libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 0.0059 0.0015 0.23
{entre
grupos) )
[ Error (dentro 20 0.1324 0.0066
de grupos)
Total 24 0.1383

Podemos observar en los datos mostrados en la tabla, que f= 0.23, siendo

menor que la F de tablas:

f=0.23 < 2.87= Foos,4.20

Por lo tanto la hipdtesis nula es aceptada, lo que Indica que tampoco en la
proliferacion de células estimuladas con Con-A hay diferencias significativas entre

los cinco grupos.
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6.4.3. Valores delta (A)
También realizamos un anadlisis de varianza a los valores delta (A) de la
reduccién del MTT por los linfocitos mostrados en la siguiente grafica.

Valores delta de la reduccion del MTT por los linfocitos

_{

o
-
!

Absorbancias (D.0.)

i :
VA 0.5 mg/Kg VA 1.0 mg/Kg VA 2.0mg/Kg
Tratamientos

0.0

ST

Grafica No.7 Representacion de la diferencia entre las repuesta proliferativa de los linfocitos
estimulados menos la respuesta proliferativa de los linfocitos sin estimular

Los valores de densidad optica (D.O.) representan la resta de los valores de
D.O.:de los linfocitos estimulados con Con-A menos los valores de D.O. de los
linfocitos sin estimular correspondientes a la reduccion del MTT de cada grupo de

ratones.

TESIS CON
FALY A DF NRICEN
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r?uente de Grados de Suma de Cuadrados 7
variacion libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 0.0063 0.0016 0.39
{(entre
grupos)
Error (dentro 20 0.0826 0.0041
de grupos)
Total 24 0.0889 R

Aplicamos el analisis de varianza y encontramos una f= 0.39, siendo la

misma F de tablas para este caso: Foos,«,20 = 2.87.

donde; f= 0.39<2.87= Foos.4.20

Lo que demuestra que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre los cinco grupos, por lo que la hipdtesis nula es aceptada Ho: pst = pssi = pos

= 110 = H2o, @s decir las diferencias entre las células estimuladas y las células sin

estimular no difieren entre los diferentes grupos.

Las diferencias de los valores de reduccién del MTT, entre cada uno de tos
grupos estimulados y no estimulados, es tan pequerna que podemos pensar que el
veneno de abejas no tiene efecto sobre la respuesta proliferativa de ios linfocitos

esplénicos.
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6.5 Produccion de citocinas

6.5.1. Evaluacion de la producciéon de IL-13 en suero de ratones
tratados con veneno de abejas.

Se graficaron los datos de la curva estandar de una serie de diluciones de
la citocina (IL-1p), cuyos valores obtenidos fueron linearizados sacando el
logaritmo base 10 de las concentraciones de IL-13 de raton contra el logio de las
absorbancias (D.0.), mostrado en la siguiente grafica, donde r=0.9977, m=0.7141

y b=-1.5094.

Curva patron de IL-18

1.004
0.75+
& 0.50
?
2 0.25-
g °  o0.00 — - y T "
§ 0.5 1.0 1.5 2.5 3.0
E ] _0_25_‘ Iogw. de la ncentracion de IL-13 (pg/mL)
:q -0.504
—¥-r=0.9977
-0.75 . m=0.7141
b=1.5094
-1.00 : —— regresioén lineal

Grafica No. 8. Curva estandar de concentracion de la IL-1. los datos graficados son el logip de la
concentracién vs log,o de la absorbancia. -
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Una vez graficada la curva estandar, se le buscéd el logaritmo a los valores
de absorbancia obtenidos durante la cuantificacion de la interleucina-1, en cada
una de las muestras de suero de los diferentes grupos de ratones y se interpolaron
en ella para obtener su concentracién. A los valores interpolados se les saca el
antilogaritmo para obtener un valor real de la concentracién de IL-1B. En la grafica
No.9 podemos observar que los valores mas altos de IL-13 corresponden a los
sueros de los ratones tratados con veneno de abejas a 2.0mg/Kg
(17.35+£3.02pg/mL), y los valores mas bajos corresponden al grupo control
(13.20+2.44pg/mL). Sin embargo, los resultados no muestran cambios
significativos después del tratamiento con SSI o con veneno de abejas en
comparacidén con los que no recibieron tratamiento.

Produccion de IL-18 en suero de ratones tratados con
veneno de abejas a diferentes concentraciones

25+

20+

\

iL4p (pg/mL)

NBOMO 3L v1Tvd
NOY) SIS

Sin tratamiento sSsi VA 0.5mg/Kg VA 1.0mg/Kg VA 2.0mg/Kg

* Tratamientos

Grafica No. 9. Cantidad de IL-13 producida en el suero de ratones, que no recibieron tratamiento,
que fueron inyectados con SSI| y veneno de abejas a diferentes concentraciones.
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Se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor cuando los
tamafios maestrales son desiguales, con un nivel de significancia de p<0.05,
promediando los datos de la concentracion de IL-13 a cada grupo de ratones que

recibieron los diferentes tratamientos.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla de ANOVA, donde la
hipotesis nula Hg: ust = pssi = po.s = Hio = u20 establece que el promedio real de la
concentracién de IL-1p producido en el suero de ios ratones es idéntico para los
cinco tratamientos (con y sin veneno de abejas), contra Ha:- al menos dos de las i
son distintas, donde el valor critico F para la region de rechazo es Fges, 4, s = 3.06.
Representamos con u, el promedio real de los valores de la concentracién de la

interfeucina-1B3 (pg/mL) por cada grupo de ratones.

ﬁuente de Grados de Suma de Cuadrados Fa
variacién libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 61.68 15.42 1.80
{entre
grupos)
Error (dentro 15 128.25 8.55
de grupos) »
Total 19 189.93

Observamos que f = 1.30 es menor que F.._;;, «. 15 = 3.06 y por lo tanto la
hipotesis nula He es aceptada, I<.'3 que indica que la produccion de IL-18 entre los

cinco grupos de ratones es muy similar y no tiene diferencias estadisticamente

importantes.

En este caso al nivel de significancia de p<0.05 no se encontré ninguna
diferencia considerable de la concentracion de la IL-1B entre ninguno de los
grupos de animales que recibieron o no tratamiento con veneno de abejas, a pesar
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de esto observamos que en el tratamiento con veneno de abejas a 2.0mg/kg hay
una produccién un poco mayor de la citocina con respecto a los otros grupos
tratados con veneno de abejas. No obstante el grupo tratado con solucién salina
isotdnica muestra una cantidad similar de produccién de IL-18 con respecto al

grupo tratado con 2.0mg/Kg.
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6.5.2. Evaluacion de la produccion de IL-6 en suero de ratones

tratados con veneno de abejas.
Al igual que para la cuantificacion de IL-183, se realizé una curva estandar
de la IL-6 recombinante murina, haciendo una serie de diluciones de la misma. Los

valores obtenidos se muestran en la siguiente grafica.

Curva patron de IL-6
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m 'ddse' evaluo la
Estos datos fueron
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a 0.5mg/Kg (4.81+0.88ng/mL) y el valor de concentracién de IL-6 mas pequeio
corresponde al grupo tratado con SSI (0.28+0.16ng/mL). Los resultados en este
caso muestran que hay una diferencia significativa entre el grupo tratado con
0.5mg/Kg de veneno de abejas y los demas grupos de animales.

Produccién de IL-6 en el suero de ratones tratados con veneno
de abejas a diferentes concentraciones

0304 e
w
L

——

Sin tratamiento ssi VA 0.5mg/Kg VA 1.0mg/Kg VA 2.0mg/Kg
Tratamientos

Grafica No. 11. Cantidad de IL-6 producida en el suero de ratones que no recibieron ningun
tratamiento, que recibieron tratamiento con SS1 y con veneno de abejas a diferenies
concentraciones.

Analizamos los datos a través de un analisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor cuando los: tamanos muestrales de ‘cada tratamnento no son: iguales

Sean pst, Hssy Hos, H1.0 Y 120 los promed:os reales de la concentrac:on de IL-6
otesxs nula es

para los cinco grupos de’ anlmales bajo condxclones dad
al menos dos de la 1. i son dnsnntas el

Ho = isT = tss) = pos = Mo = uzo contra Ha
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

nivel de significancia es de p<0.05. En este caso el valor critico F para la region de
rechazo es Fggs «. 11 = 3.36, basado en I — 1 = 4 grados de libertad en el numerador

yn—1= 16—~ 4 = 11 grados de libertad en el denominador. Los resultados se

resumen en la siguiente tabla:

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados f
variacién libertad Cuadrados medios
Tratamientos 4 32.22 8.055 32.09
{entre i ’
grupos)
[TError (dentro 11 2.76 0.251
de grupos)
Total 15 34.98

Podemos observar en los datos mostrados en la tabla, que f= 32.09,

siendo mayor que la F de tablas:
f=32.09 > 3.36= Foos,4.11

Asi se debe rechazar la hipétesis nula a cualquier nivel razonable de

significancia; hay pruebas convincentes para llegar a la conclusion de que la
S IL-6 promedio verdadero depende de la concentracién del

concentracrén d
veneno de abejas que se administre, por lo que procedemos a continuar el analisis

aplicando Iapr:ure,b‘ak ‘modificada de Tukey para hacer una comparacion mdultiple y
las ' son diferentes ente si. :

crmco para ta distribucién del rango estudentizado de tablas es en
este caso. Q.,s 5= 4.57 y el calculo tomando en cuenta los tamanos de muestra
para los datos de concentracnén de IL-6, de tal modo que: Jst = 2, Jss1 = 4, Jos = 2,

Jio=4,.y Jz;o =4, quedando como sigue:
Wsr, ss1 = 4.57 - ,/%(‘ +£) = 1.40;
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wsr, 0.5 = 1.62, wsr, 1.0 = 1.40, WsT, 20 = 1.40, Wssy, 05 = 1.40, Wss), 1.0 = 1.14,

Wssi, 20= 1.14, wo s, 1.0 = 1.40, Wos, 20= 1.40, Wi 20= 1.14.,
donde wy es la diferencla minima significante.
Ordenamos de manera creciente las medias maestrales correspondientes a

cada grupo de ratones:

/\_,SSI 1‘—’20 Y ! 0.5
0.28 0.41 0.89 115 _ 4.81

Para saber si las pn; son considerablemente diferentes entre si, restamos

cada par de las medias muestrales. Como por ejemplo: X ggi-X 20=0.13 < 1,14 =
Wssi, 2.0, S€ concluye qQue Hssi ¥ M20 NO son considerablemente diferentes y asi

sucesivamente.

En el esquema de subrayado, se muestra que el grupo de animales

tratados con veneno de abejas (0.5mg/Kg), parecen diferir en forma significativa
con los demas grupos, es decir la produccion de IL-6 en el suero de ratones
incrementa de forma significativa cuando estos son tratados con VA a una

concentracion de 0.5 mg/Kg.

}s*r - X 0.5 = 3.66 > 1.62 = wsr, o5
Xssi- Xo5=4.53>1.40= Wsst, 0.5,
Xos~- X1.0=3.92>1.40 = wys, 1.0

Xos- X20=4.39> 140 = wps, 20,

Mientras que en los ratones' que no recnbleron ningun tratamiento, como los

que recibieron soluycioén salina isotém a y los que fueron tratados con veneno de
abejas a 1.0 y 2.0 mg/Kg la produccnén ‘de IL-6 parece no sufrir ningln incremento

considerable.
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~ TESIS CON
FALLA [E ORIGEN

"Crrculo es Ia ex/stenaa, y mal hacemos cuando al querer medirld le asignamos /a
muerte y el sepulcro como extremos”
Manuvel Acuia

"“No llores por un mundo que lucha, lucha por un mundo que llora”
Aponimo

YA/ fin y al cabo, somos lo que hacernos para cambiar lo que somos”
Eduardo Galeano
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Vil. DISCUSION

La utilidad del MTT como un marcador cuantitativo de células viables fue
probada para determinar la relacion entre un numero de células viables y la
reduccion del MTT a formazan. Los datos obtenidos en la estandarizacion de la
técnica de reduccion del MTT sugieren que los linfocitos metabolicamente activos
reducen el MTT al derivado formazan de color morado, haciéndose evidente que
la concentracion del mitdbgeno es importante para la proliferaciéon de los linfocitos,
sin embargo también es evidente que el metabolismo basal de las células no
estimuladas reducen el MTT de manera significativa, ya que cuando las céiulas
son estimuladas el incremento en la reduccion del MTT tan solo es un 25% mayor
en comparacion con las celulas que no fueron estimuladas con la Con-A. Por esta
razén hay que tener cuidado con la cantidad de Con-A que se utilice. Este hecho
puede afectar los resultados de la absorbancia delta, dando valores negati‘vo's por

lo que los resultados se analizaron de forma independiente.

Los valores de absorbancia de las células colocadas en condiciones
basales fueron mucho mas elevados de lo que se esperaba.r quiza porque se
utilizaron todas las células blancas del bazo, es decir un grupo heterogéneo de
células en lugar de utilizar especificamente ciertas subpoblaciones de linfocitos
aislados. Por otro lado algo que también pudo influir sobre esos valores basales
elevados puedo ser el mitdgeno utilizado. Tal vez hubiese sido necesario probar
varios mitdégenos y seleccionar al que indujera una mayor proliferacion para
obtener diferencias mas grandes entre amba§ células (estimuladas y sin

estimular).

Se observé que cantidades pequerias de Con-A (1-4ng/mL) no estimulan
suficientemente a las células para su proliferacién, esto se refleja en los bajos
valores de absorbancia a 490 y 630nm (Gratca no 2). Cuando las lecturas se llevan
a cabo a una longitud de onda de 630 nm. los valores de absorbancia son muy
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pequefos y al comparar las células basales de las estlmuladas podemos ver que

estas Ultimas reducen en menor cantidad el MTT.

A pesar de todas estas diferencias se logré estandarizar una técnica que
permitiera obtener los resultados Optimos bajo nuestras condigiiqnés de trabajo

experimentales y fue aplicada a la evaluacion de la linfoprolifefécnon.

En 1986 Hyre y colaboradores realizaron estud:os sobre prol:feracnon y ellos

refieren que en ratones que recibieron cuatro myecc.ones subcutaneas de veneno
sliferativa de hnfocntos

la que se

de abejas incrementd de manera s:gmﬁcatlva la respuesta

esplénicos, sin embargo ellos utilizaron una dos1s m ch

utilizé en este trabajo. %

En ese mismo ano también se estudio Ia actividéd dela; mfoprollferacnon (m‘

vitro) por la estimulacion del veneno de abejas en un grupo de pa >
alérgicos al piquete de abeja y en grupo de apu:ultores encontrando que Ios‘
apicultores no tenian una - actividad proliferativa aumentada y mostraban
inhabilidad para producir IL-2 después de la estimulacion con veneno de abejas.

197)

No se encontré mucha informacién en la literatura con respecto a la
proliferacion de células esplénicas de ratones estimuladas con veneno de abejas,
pero es probable que la proliferacion esté relacionada con la dosis administrada.
Por esa razon se decidid utilizar un rango alrededor una dosis menor a 2.5mg/kg
que Schmidt ' habia recomendado en sus estudios como segura y efectiva en
ratones, tomando en cuenta que a dosis mas altas es toxico para los animales. De
acuerdo a los resultados de proliferacion linfocitaria, no se encontro relacion entre
la dosis y la proliferacion de las células. aunque no quedaria descartado un
estudio posterior uli.lizando un rango mas amplio de la dosis de veneno y tiempos
diferentes de administracion pa}a evaluar la relacion dosis — respuesta y la LDsp, ¥

asi tener mas elementos para una discusion mas amplia.
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En la actualidad existen pocos trabajos cientificos sobre la relacion entre el
veneno de abejas y el sistema inmune. Por lo general, entre estos pocos trabajos
existen muchas contradicciones con respecto a las respuestas inmunologicas que
produce el veneno. Por ejemplo, en un trabajo realizado en la Universidad de
Thessaloniki en Grecia en 1988, ©" los autores aseguran que la produccion de 1L-1
en esplenocitos de ratas tratadas con veneno de abejas incrementa en
comparacion con los niveles normales, sugiriendo que sus resultados mostraban
que el tratamiento con veneno de abejas afecta la produccion de IL-1 directamente
en los macrofagos. Lo anterior es contrario a los resultados que se obtuvieron en
el presente trabajo, es decir, no hay diferencia significativa de los niveles de IL-13
en el suero de los animales tratados con veneno de abejés a tres concentraciones
diferentes (0.5. 1.0 y 2.0mg/Kg) cuando se compara con los grupos control. Sin
embargo, nuestros resultados muestran una tendencia a que los valores mas altos

de IL.-1 correspondan a las dosis mas elevadas de veneno.

Este resultado probablemente se refleja en la baja respuesta proliferativa
linfocitaria, ya que se sabe que una de las principales funciones de la IL-1 es
estimular la proliferacion de los linfocitos T, principaimente los. Tu1. " ™ Por otra
parte, el discreto aumento de la IL-1 después de administrar”el‘veneno de abeja
también guarda relacién con la escasa potencia inflamatoria del veneno y. en
cierto sentido, explica en parte la falta de efectos adversos en las personas que
reciben apiterapia como un tratamiento anti-alérgico y/o anti-inflamatorio.

Por otra parte. nuestros resultados apoyan a los datos obtenidos por
Rekka™™ y colaboradores en 1990, quienes encontraron que hay una supresion de
la produccion de IL-1 in vitro causada por el veneno de abejas, ademas de la
reduccion de la peroxidacion lipidica no enzimatica y una probable actividad
antioxidante relacionada con actividad anti-inflamatoria del veneno de abejas.
Estos resultados no necesariamente son contradictorios. Los datos mencionados
por Rekka estan nuevamente en favor de la utilidad del uso clinico del veneno y
sugieren que puede tener otras ventajas (probablemente anti-oxidante) ademas de
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sus comproybados efectos anti-inflamatorios. Si el veneno estimulara la produccion
de [a IL-1 que ‘es una citocina pro-inflamatoria, entonces seria dificil proponer su
utilidad como  un medicamento alternativo anti-inflamatorio, - Sin embargo. es
necesario aceptar que las diferencias en los resultados obtenidos por diferentes
autores también pueden deberse a toda la diversidad de variables que existan en
las diferentes condiciones experimentales en las que se trabaje, por ejemplo: el
tipo animales usados en la experimentacion. el tipo de polen que toman las abejas
de las flores, la estacion del ano, el origen y la potencia del veneno. el método
para extraer las células, el mitédgeno, los tiempos de incubacidn, las pruebas para

medir la actividad celular, etc. .

Todo lo antes mencionado puede ser importante para tratar de explicar, el
efecto anti-inflamatorio del veneno de abejas, ya que como es sabido la IL-1 es ‘
una citocina pro-inflamatoria y al encontrar baja su produccion, se puede proponer
que las inyecciones de veneno de abeja disminuyen lo efectos inflamatorios: Cabe
mencionar que también es probable que ese efecto anti-inflamatorio se deba a que
se encuentren elevados los niveles de glucocorticoides en el suero de tos
animales tratados con veneno de abejas como lo-han. répor!ado: Akdis y ‘
colaboradores "', lo que a su vez provoca una inhibicién de la s_intésis de la IL-1.

Se ha encontrado que los pacientes con artritis reumatoide tienen ‘elev'a‘dos :
los niveles de IL-1 y TNFu, los cuales a su vez inducen la sintesis de la proteina
estimuladora de fosfolipasa-A2, la cual es un importante mediadorr de‘ la
Hay que tener en cuenta que se ha demostrado que

generacion de eicosanoides.
una fraccion purificada del veneno de abejas conocido como melitina incrementa
la produccién de IL-1 y TNF« de forma dependiente del tiempo y la dosis ''”. Los
resultados de este estudio demuestran que la sintesis de la proteina estimuladora
de fosfolipasa-A2 puede ser inducida por citocinas, pero también esta proteina
puede regular la sintesis de citocinas y asi perpetuar la respuesta inflamatoria. Por
otra parte, no pueden ser los mismos |0s resultados que se obtienen cuando se




inyecta el veneno completo a los que se obtienen cuando se myecta solamente

una fracclon del m:smo

A pesar de todo algo en Io que councnden muchos lnvest:gadores es que el
c:ertas fraccmnes del mismo, tnenen un efecto sobre el sistema

veneno completo >
inmune y en Ia produccnon de algunas cntocnnas

Nuestros - resultados sugieren que’ hay un incremento *importa’nte en la
produccion de IL-6 en el suero de los ammales que fueron tratados con veneno de

abejas a una dosis de 0.5mg/Kg. Pero a pesar de ese |ncremento sngnmcatlvo en

la produccion de esta citocina, no hubo un incremento s:mular cuando se

administraron dosis mas elevadas del veneno de abejas. No cbstante. Kwon de la
Universidad Nacional de Seul en Corea, al utilizar solamente la fraccion soluble en
agua del veneno de abejas provoco una disminucion en los niveles de IL-6 en
suero de ratas con artritis reumatoide inducida por el adyuvante de Freund, “** ya
que como es sabido en pacientes con esta enfermedad degenerativa, los niveles
de IL-6 se encuentran elevados. Sin embargo tenemos que tomar en cuenta que
Kwon utilizé unicamente una parte del veneno de abejas, con la administracion de
una sola dosis (0.9mg/Kg) via subcutanea y los niveles de IL-6 fueron
determinados después de 3 semanas. Asi mismo, es necesario considerar que la
IL-6 es wuna citocina pleiotrdopica que en ciertos procesos fisiologicos y/o
patologicos puede actuar como una citocina pro-inflamatoria, mientras que en

otros su actividad resuita claramente anti-inflamatoria.

Otros investigadores han encontrado elevados los niveles de TNF-a e IL-6
en animales inyectados con veneno de la serpiente Bathrops jararaca ™' y, en el
suero de pacientes picados con el escorpion Tityus serrulatus, " encontraron
elevados los niveles de TNF-a, I[L-1B3, IL-6 e IL-8, sugiriendo que  las
manifestaciones fisiopatologicas del envenenamiento son mediadas en parte por

las citocinas. Pero conviene considerar que también la respuesta anti-veneno del
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organismo puede estar mediada por citocinas con efectos antagoénicos a las

primeras,

Se ha publicado que el veneno de abejas incrementa los niveles de

glucocorticoides en humanos "'* es probable que esto se deba a la IL-6, ya que
ella puede actuar como citocina anti-inflamatoria y reducir la produccién de otras
citocinas pro- inflamatorias, asi mismo inducir la produccidon de glucocorticoides,
suprimir la actividad de macrofagos y aumentar la produccién de moléculas de
adhesion. ¥ La IL-6 puede actuar directamente sobre el hipotalamo y estimular
Nno solamente los centros que controlan la temperatura corporal sino también los
que estimulan una activacion del eje hipotala‘mico-hipéfisiarib-adrenaL Se han
reportado varios trabajos donde se muestra que el veneno de abejas tiene efectos
anti-inflamatorios. ¥ > * En el presente trabajo se muestra que la administracién
del veneno de abejas puede incrementar los niveles de IL-6 en suero, esto podria
explicar los efectos anti-inflamatorios que han sido descritos en la apiterapia anti-

alérgica y en otras enfermedades créonicas como la artritis reumatoide.

En un estudio realizado por Yjoangou y colaboradores ‘”’ se enc nlro que Ia
administracion del veneno de abejas en ratas con artritis mdumda por dyuvan es

suprimia significantemente la artritis y la expresién’ dg[ gen que’ ing
glucoproteina acida (AGP) en la fase aguda hepéticé debidb ala TL-¢
TNFu, lo cual es un ejemplo del mecanismo por el cual el veneno de abejas ejerce
@ Ademas, esos resultados co fnrman que

¢ lL41~y el

su efecto anti-inflamatorio.
respuesta a las inyecciones de veneno de abejas |nvolucran deflnmvamente la

respuesta del sistema inmune.

E! incremento de IL-6 después de la administracion de veneno de abejas 2
una dosis baja de 0.5 mg/Kg, durante cuatro semanas, no es una brueba de que el
veneno de abejas tenga actividad anti-inflamatoria. Nueétro trabajo no utilizo
animales con reacciones inflamatorias. Naturalmente, es;é resultédo unicamente

muestra un incremento en los niveles de IL-6. Sin embargo. cuando los animales




se trataron con veneno de abejas a 1.0 y 2.0mg/Kg no se observaron cambios
significativos de esta interleucina en comparacion con los grupos de animales
controles, es decir, los que se trataron con solucion salina isotonica y ios que no
recibieron ningun tratamiento. Este hecho puede significar que el incremento de
los niveles de IL-6 depende de que ia concentracion de la apitoxina tenga un nivel
optimo. Lo mismo podemos pensar cuando proponemos una modulacion de la
respuesta inflamatoria a través del sistema neuroenddcrino. No cualquier dosis es
efectiva. Por todo esto pensamos que la importancia de 1a IL-6 radica en el hecho
de que es un potente estimulador de la hipdfisis, que a su vez incrementa la
sintesis de ACTH que estimula las adrenales y eleva la sintesis de
glucocorticoides, los cuales inhiben la expresion de los génes que codifican para la
IL-1 e IL-6. Pero no se deben olvidar todas las otras actividades bioldgicas de
esta citocina pleiotropica. Ademas, cualquier aumento en los niveles de
corticosteriodes es un factor que retroalimenta negativamente la produccion de IL-
6, ya que, al unirse a su receptor y formar un complejo que penetra al nucleo de

las células, los glucocorticoides restringen la produccion de la IL-6.

A pesar de que no hicimos una evaluacion de los perfiles de citocinas de .
uno u otro tipo de respuestas (Tu1 o Ta2), es importante mencionar que el veneno
de abejas puede inducir un cambio en los perfiles de citocinas cambiando la
respuesta de Tw2 a Th1. Estos cambios en los patrones de citocinas se han
mostrado en pacientes alérgicos al veneno de abejas que recibieron apiterapia',‘lo
que sugiere que el veneno de abejas tiene efectos directos sobre las células T. war
4 pero no necesariamente esos cambios en las subpoblaciones de linfocitos Ty

implican un cambio paralelo en los indices de linfoproliferacion.

La inmunoterapia induce cambios inmunorregulatorios en pacientes
alérgicos al veneno de abejas o de avispas. encontrandose incrementos en la IL-
10 e IFNy, lo que indica que la inmunoterapia induce un rapido cambio en la
expresion de citocinas de Tu2 a Ty1, asi como la induccion de la citocina
inmunosupresora IL-10, la cual puede ser importante para limitar el dafo potencial
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producido por las respuestas Tu1 especificas al alergeno. Los cambios descritos
en la expresion de citocinas pueden ser responsables del incremenvto de 1gG4
especificas def antigeno y a disminucion de IgE. Altas cantidades del aiergend
administradas durante la inmunoterapia generan pfeferencialmeme citocinas-del
tipo Tu1 y-anticuerpos IgG4 en las’ células’ B de memoria. {"°¢ lnvesﬁgaciohes
recientes _han demostrado que la supresmn de las células T por la IL-10 en
procesos activos depende de la expresion y participacion de CD28, 104 701

Una citocina que favorece el tipo de respuesta Tu1 es la IL-12, ya que
suprime la respuesta T.2 incluyendo la sintesis de IgE y que depende a su vez de
la IL-4. "9 En el presente trabajo no medimos la cantidad de IL-12 en el suero de
ratones; sin. embargo. recientes experimentos muestran que hay una produccion
elevada por los macrofagos peritoneales de ratones tratados con veneno de
abejas a 1.0 mg/Kg. ' Se sabe que es una citocina anti- inflamatoria y que incluso
juega un papel importante en la terapia contra el cancer. "™ Estos otros resuitados .
confirman que el veneno de abejas afecta la produccion de citocinas y puede por
lo tanto influir sobre la evolucion de enfermedades con sintomas que dependen de

una sobreproduccion de algunas clases de citocinas.

£n 1996, fue publicado un articulo en donde se midieron los perfiles de
citocinas in vitro en células mononucieares de sangre periférica utilizando
fitohemaglutinina como mitdégeno. en pacientes alérgicos al veneno de abejas.
Estas personas habian sido previamente tratadas con inmunoterapia alergeno-
especifica y en ellas se encontrd que la respuesta al alergeno en los pacientes
alérgicos fue predominantemente de naturaleza Tu2, con niveles altos de IL-4, IL-
5 IL-6 e IL-10 y niveles bajos de INF+, mientras que los pacientes control
mostraron una respuesta predominantemente Tu1 con altos niveles de {FNy, IL-2y
TNFa. "% La produccion de IL-6 esta relacionada con un tipo de respuesta Tu2y
los resultados de este estudio apoyan este hecho. Sin embargo en otros estudios
se ha demostrado que en pacientes alérgicos al veneno de abejas que recibieron
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inmunoterapia hay un cambio rapido en el tipo de respuesta hacia Tw1, pero no

fue evaluada la produccion de IL-6, 7 100

En cambio, en un estudio realizado entre apicultores por Apgila en 1998, “»
se en(:ontrdque la sensibilizacion al veneno de abejés y las reacciones sistémicas
es comun entre ellos, se evaluaron las subpoblaciones de linfocitos de sangre
periférica, IgE e 1gG. Se encontré que: en los apicultores sensibilizados,
asintomaticos domind una respuesta de tipo Tu2 en comparacion con los sujetos
alérgicos y que las IgG’'s especificas estan correlacionadas directamente con el

grado de exposicion al veneno de abejas.

Nuestros . resultados coinciden parcialmente con algunos  estudios
realizados, pero no podemos compararlos puesto que todos fueron realizadps‘b’a'jé
condiciones experimentales completamente distintas y los patrones de cilpcin-a‘s" :
evaluados no fueron los mismos, ni tampoco los objetivos de cada uno dé‘ los
Sin embrago todos esos resultados nos .sirven "coirn‘q

trabajos mencionados.
referencia para darnos cuenta de la complejidad de la reacciones inmunplégio‘:'as v

tomarlas en consideracion para futuras investigaciones. -

Algunos investigadores ' ' han utilizado Unicamente c{ergas ffaééibnes :
del veneno de sbejas. por ejemplo la fosfolipasa A2, la cual répresenfté el >princ'i‘pél :
alergeno del veneno de abejas. Akdis y colaboradores en 198'8; €% “caglizaron
estudios utilizando diferentes variantes conformacionales y estruciurales' de ‘la
fosfolipasa-A2, en individuos que no eran alérgicos, pero que fueron éensibiliZados
con piquetes del veneno de abejas. Ellos encontraron que la molécula que tiene.
una estructura tridimensional correctamente plegada mostraba una alta afinidadv a
los fosfolipidos de la membrana y era reconocida por los anticuerpos de los
pacientes alérgicos al piquete de abejas, induciendo una alta produccidén de {L-4,
IL-5 e IL-13 en las células mononucieares de sangre periférica, en contraste con la
fosfolipasa-A2 desnaturalizada (no tiene una estructura tridimensional
correctamente plegada) que indujo una alta produccion de INFy e IL-2. asi como
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una mayor respuesta proliferativa. Las células B presentadoras de antigeno
solamente reconocen la conformacion natural de la fosfolipasa-A2 y estimulan las
citocinas de tipo Th2 e inducen anticuerpos IgE. Asi mismo, la fosfolipasa-A2 no-
plegada . es. reconocida exclusivamente por los  monocitos e inducen
predomlnantemente las citocinas de tipo Tu1 que a su vez mducen la produccnon

de 1IgG4 por las celulas B.

De alguna forma la tolerancia mmunologlca en’ la lnmunoterapla alergeno- .

estudios mencionados no se han evaluado los nlveles_de

interesante en el futuro realizar la evaluaciéon y cuantnf:cac n de los patrones de"
citocinas de ambos tipos de respuestas (Tn1 y Tu2) tanto ln wvo como in w(ro ba]o
los niveles. de glucocomcondes ACTH S

diferentes condiciones experimentales,
prostaglandinas, etc.. en animales con artritis reumatoide’ lndumda (o cualquner,,
otra enfermedad inflamatoria) y en animales sanos para poder tener un panorama »
mas amplio de como es que el veneno de abejas tiene, tanto efectos inflamatorios .
como anti-inflamatorios y al mismo tiempo tratar de descifrar los mecamsmos por»
los cuales actua. Por otro lado, también seria mteresante hacer |o mismo: pero
con cada fraccion que compone el veneno- de abejas para saber exactamente .
cuales son los componentes que, en base a sus ‘efectos bioldgicos nos puedani

servir para buscar analogos que ayuden a combatlr este tipo de enfermedades en:.

el humano.
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, TESIS CON
FALLA [E OR'GEN

——— .

“"Hay hombres que Juchan un diz y.son buenos. Hay otros que luchan un ario y son
mejores. Hay qu/enes /ur:han muchos arios y son muy buenos. Pero hay los que

luchan toda la V/da. esos son los imprescindibles”
Bertol/t Brecht

“La moderacion es otra de /as pa/abras que les gusta usar a /os agentes de la
coloria.

Son moderados todos /os qué tienen rmiedo o todos los que piensan traicionar de
alguna forma.

£l pueblo no es de ninguna manera moderado”

Ernesto "Che” Guevara

Mensaje a las fuventudes, 28 de julio de 1960
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Viil. CONCLUSIONES

1. Al estandarizar la técnica de la reduccidon del MTT. los valores optimos
obtenidos en nuestras condiciones de trabajo fueron 5ng/mL de Con-A para
estimular los linfocitos cultivados y 490nm como longitud de onda para realizar

las lecturas colorimétricas.

2. Despueés que los ratones sanos CD-1, maduros de tres meses de edad fueron
inyectados por via subcutanea con tres dosis diferentes (0.5, 1.0 y 2.0mg/kg de
peso) de veneno de abejas, no hubo cambios significativbs én la respuesta
proliferativa de los linfocitos esplénicos que fueron estlmulados in vitro con la

Con-A.. g

3. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la cdncenlracic’m de IL-1
en el suero de sangre periférica de ratones sanos CD-1 , machos de tres meses
de edad, después de la administracion subcuténeak de veneno de abejas a las
dosis mencionadas, cada tercer dia durante un mes de tratémiento, cuando se
comparan con los niveles de IL-1 evaluados en los grupos de ratones control
que no recibieron ningun tratamiento y los que fueron tratados con solucion

salina isotonica.

4. En cambio cuando se administrd el veneno de abe;as a una dosis de 0.5
mg/Kg, se encontrd quev ) Ia concentrac:on de a "IL-6 - incremento
suero de sangre penfernca de los ratones menc:onados

significativamente en el
anteriormente, no asi. cuando admnnlstramos veneno de abEJES a'1.0 y 2.0

mg/Kg.

5. El resultado anterlor sugl f
abejas puede mflu:r en la pr
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"Pensar es facrl. Actuar es dificil. Actuar conforme se piensa es /o mas cormplicado.
Goethe

“El peor analfabeto es el politico.

E/ no ve, no habla, no participa de los acontecimiertos politicos.

El no sabe que €/ costo de vida, el precio del pescado, de la harina, del alquiler, del
calzado o e remedio, dependen de decisiones politicas.

£l analfabeto politico es tan burro qgue se enorgullece e hincha el pecho diciendo
que odia la politica. No sabe, ql imbéecil, que de su ignorancia politica nace 13
prostituta, e/ menor abandonado, el asaltante y el peor de /os bandidos, que es e/
politico corrupto y lacayo de las empresas nacionales y multinacionales”

Bertolt Breclht
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a convivir, que no a

oS Que 3pr

... POr Que 13 universidad es eso, un umverse de p
Sucumbir, unos con otros..

...No vendre yo a decirles lo que significa llevar ese nombre sobre el pecho.

Ustedes lo sabert bien porque lo llevan con dignidad. £s5e escudo, no es solo 1a pertenencia 8 una
casa de estudios superiores, €s también una marca que provocara orgullo o vergiienza en quien 1o
porta, dependiendo del lugar que en el mafana se ocupe.

Nosotros quienes somos el color de /g tierra, pensamos que 1a mejor.forma de asomarse al manana
es mirando hacia abajo.

Nuestros mdas antiouos nos ensenaron que a3 verdad suele buscar su nido pegado al suelo, y que la
mentira busca las alturas para asi saberse impune y poderosa.

En 13 tierra que crece hacia arnba, arriba ests el poder del dinero y abajo estd quien sobre su
espalda sostiene 13s torres y sin embargo, debe conformarse con recoger /13s sobras y /as basuras
que de /o alto vienen.

Abajo estd el que somos color de 13 tierra, el indigena, ef obrero, el campesino, el empleado, el
maestro, el estudiante, el ama de casa, el colono, ef intelectual, el artista, el religioso, ef
homosexual, 13 lesbiana, el desermpleado, el joven, el hombre, Ia mwer, el anciano, el nifo..

..A los estudiantes y estudiarntes querernos pedirles que estudien y luchen. Que sin dejar de luchar
terminen sus estudios. Que se vayan de la universidad, que no se queden en ella, con todo y ser
universal, es limitada. Que alld afuera hay tambien otro universo y son necesarios y necesarias ahi’
para que luchen ahi. Que alld afuera estarmos nosotros y rmuchos otros como nosotros, que con
nosotros tienen un lugar y no urn nimero. Que no hagan de la juventud que tienen e/ pretexto para
intentar hegemonizar y homogenizar al otro alumno, af otro profesor, alo otro trabajador, al otro
diferente.

A los profesores y profesords, a los investigadores e investigadoras: Les Queremos pedir que
enseren a aprender. Que vean y enserien a ver todo, incluyendonos a nosotros, con espirity critico
¥ cientifico. Que ensernien y se ensenen a ver al otro, porque verilo es respetarlo, y respetar al otro
es respetarse a uno mismoe. Que no perrmilan que su trabajo de docencia e investigacion sea tazado
seqiin la Iogica mercantil, donde importa el volumen de cuartillas y no los conocimientos que se
producen, donde solo vale la firma al pfe del desplegado en apoyo al serior rector, donde el criterio
para que un proyecto tengd presupuesto es el ndmero de horas invertido en audiencias y cortejos a
funcionarios grises y analfabetas. Que no hagan del saber un poder que pretenda hegemonizar y
hormogenerzar 31 otro profesor, al otro mvestigador, al otro alumno, al otro trabajador.

A los trabajadores y trabajadoras: Queremos pedirles que recuerden que ustedes escribieron antes
paaginas gloriosas e ia lucha por mejores congiciones laborales. Que no olviden que fueron ejemplo

de solidaridad con /as causas Justas en México y en el mundo. Que, ustedes lo saben mejor que
nosotros, hagan memorta y vean que ef libro de su tistoria no ha llegadoa la pdgina final todavia.

A todos 10$ universitarios y umversitartas: Que nunca dejen de mirar hacia abajo, que no dejen de
buscar urn niffio, que no deyen de buscar i de erncontrar un manfiana que, como tal, seré colectivo o GJ
no sera...

[

Fragmentos del discurso del subcomandante Marcos en la UNAM el 21 de marzo de 2001. [2),
=1 =0 = = [;‘ltu'l_J 2l [@E @ EE] (O
FALL A LE omanu



X. SOLUCIONES Y REACTIVOS

e Solucion hemolizante

Solucion A:

N1 Mo I o T 1=1. ) TP URPRRURURRY o X - < T
HzO destilada... ..o i e i e e e e 1. . TOOMI
Solucioén B:
Tris Base (0.17M).. 2.06g
.- 100mL

H20 destilada... e el

Tomar 8 partes de Ia solucuon Ay mezclarlas con 2 partes de la’ solucnon B

Ajustar el pH

..2.0mg
..5.0mL

La solucion se’ filtra”

traves de una membrana de nylon estéril, con poro de

0.221im en una campana de flujo’ Iam:nar y se. guarda en alicuotas de 1.0mL en

tubos eppendorff estériles a -20°C_hasta Su uso.

N



e Solucién salina isoténica

NaCt (Baker)

H20 destilada ... 100mL

Esterilizar por filtracion con una membrana con poro de 0.22um'y guafdai"a 2:8 °C

hasta su uso.

e Medio de cultivo suplementado

Suero bovino fetal (Gibco)
(Inactivado a 56°C, durante 30 minutos)

Amortiguador HEPES (GibCO).......cevaevuuennn
Aminoacidos no esenciales (Gibco)..

25 png/ml.)

Agregar todo lo anterior a 87.5mL de medio de cultivo RPMI 1640 con rojo de fenol -
y glutamina (Gibco), bajo condiciones de esterilidad. ;

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X

2.1689g
e 0.2645g
NBCL ettt ettt e e oo 9.0000g

[ P @ Ko [=1-3 11 - L= £= T U PP PP
AjustarelpHa 7.2-7.4
Esterilizar por filtracion con una membrana con poro de 0.22um y guardar a 2-8 °C
hasta su uso.
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e Solucion del MTT
Bromuro de 3-(4, 5—dimetittiazol—2—il}-2, 5 difeniitetrazolio (MTT)......5.0mg

El MTT se disuelve en 1.0mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X,
para obtener una concentracién de 5mg/mL. Para esterilizar, se pasa a través de
una membrana de 0.22um y se guarda en un tubo eppendorff protegido de la luz
con papel aluminio a 2-8°C hasta su uso.

e Soluciéon del mitégeno Con-A
[ofe Ty Tot= Ty F- V=T [ o V- 1 NI 5.0mg

(Canavalia ensiformis)
Medio RPMI suplementado, estéril....

Esterilizar por f‘ltracubn con una membrana con poro de 0.22um, vaciar en tubos
eppendorif estérvles en alicuotas de 05mL y guardar en congelacién a -20 °C
hasta su uso.

- Solucién de PBS/BSA al 1% con Tween-20 (PBS/BSA/Tween)
Albumina sérica bovin
Tween-20(0 5
PBS estérll pH 7.257

Preparar el dia de su uso y mantener a 2-8 °C,

- Solucién PBS/BSA al 3%

Albtmina sérica bovina
PBS estéril pH =7.2-7.4..
Preparar el dia de su uso y mantener a 2-8 °C.
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Citocinas recombinantes y anticuerpos monoclonales para ELISA.

La IL-1 se determind utilizando como anticuerpo de captura un anticuerpo
policlonal especifico para IL-13 de raton (PART 890407, R&D Systems,
Minneapolis) y 100mL un anticuerpo policlonal especifico conjugado concentrado
(PART 890000, R&D Systems, Minneapolis) contra  IL-13 de ratdn para la
deteccion y para la curva estandar se utilizo IL-13 recbmbinante (PART 890256,
R&D Systems, Minneapolis), la cual se reconstitdye“éon 5mL de un diluyente
calibrado (RD5T). Se hacen diluciones 's"eriada’s‘;de‘s'de:Sooﬁg/mL hasta 7.8pg/mL.

La IL-6 se midid utilizando como anticuerpo de. captura, 2ug/mL del
anticuerpo de rata (mAb) IgG1t.(MP5-20F3, PharMingén’, San Diego California) y
como anticuerpo de deteccibn 1mg/mL de! mAb lgGZé_de rata biotinilado (MP5-
32C11, PharMingen, San Diego California) ambos; dirigidos contra IL-6 de raton.
La IL-6 recombinante de raton (19252V, PharMingen, San Diego California) fue
usada para obtener la curva estandar en diluciones seriadas 2X, desde 2000 hasta

15pg/mlL..
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