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1. RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue evaluar la actividad fagocitica de los polimorfonucleares
(PMN) en sangre periférica y macrofagos (MA) peritoneales, asi como los radicales
libres en ratas machos cepa Wistar con la administracion oral de los extractos de Barreta
(Helietta parvifolia). Se determindé en PMN y MA peritoneales la reduccion de nitro
azul de tetrazolium (NBT), para determinar el porcentaje de fagocitosis (técnica en
placa), reduccion de NBT (técnica espectrofotométrica) se evaluara la adherencia por la
formacién de rosetas EA (técnica de rosetas Fc). En plasma se determind la produccion
de NO2 como un indicador de la generacién de 6xido nitrico NO (técnica de reaccion
de Griess), se determind peroxidacion lipidica siguiendo el método de Aust, (&cido
tiobarbitarico) y se determiné ceruloplasmina por el método de Mancini
(inmunodifusion radial). Los resultados muestran que el extracto de corteza de Barreta
en el método cualitativo y cuantitativo para PMN y MA presentd disminucion en la
reduccion de NBT. En nitritos, peroxidacion lipidica y ceruloplasmina no tuvo efecto.
Por lo cual se confirmd su efecto antiinflamatorio sobre las células que participan en la
inflamacion. El extracto de hojas de Barreta no present6 efecto en la reduccién de NBT

ni en radicales libres.

2. INTRODUCCION

La inflamacién representa una compleja secuencia de fendmenos que estimulan
reacciones inmunitarias. El dafio tisular que causa una herida 0 un microorganismo
patbgeno invasor induce una compleja secuencia de fendémenos que se conocen en
conjunto como reaccion inflamatoria. Los signos cardinales de la inflamacion reflejan
los tres principales fendmenos de una reaccién inflamatoria: 1) La vasodilatacién (un
aumento del diametro de los vasos sanguineos). 2) Un aumento de la permeabilidad
capilar facilita una afluencia de liquido y células de los capilares ingurgitados hacia el
tejido. 3) La afluencia de fagocitos. La migracion de los fagocitos es un proceso de
multiples etapas que incluyen la adherencia de las células a la pared endotelial de los
vasos sanguineos, seguida de su migracion entre las células endoteliales de los capilares
hacia los tejidos y por ultimo a través del tejido hasta el sitio de la invasion
(quimiotaxis) para comenzar la actividad fagocitical’. Los procesos inflamatorios
contintian hasta que se resuelvan las condiciones causantes de su inicio. Para evitar estas
consecuencias de una inflamacion, la forma de controlarlo es la administracion de

antiinflamatorios, para ayudar a disminuir todos los factores que éste libera. De los



antiinflamatorios mas comunes en su consumo son los analgésicos antiinflamatorios no
esteroides. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son sustancias quimicas con
efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético!®. Actualmente el papel universal del
uso de las plantas en el tratamiento de las enfermedades esta ejemplificado en su
utilidad en los sistemas principales de medicina?!. En la actualidad se estan realizando
investigaciones y proponiendo el uso de otras sustancias como antiinflamatorios de
origen natural. Un estudio reciente realizado en la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, reveld que la planta Barreta (Helietta parvifolia) en comparacion
con la indometacina (AINEs), tiene un efecto antiinflamatorio efectivo ante la
inflamacién crénica y este extracto de planta es una propuesta como una alternativa de
antiinflamatorio®’. En el caso de la barreta ademéas de probar su actividad como
antiinflamatorio, es conveniente evaluar la actividad de las células y observar si éstas no
se ven afectadas por el consumo de dicho inflamatorio. El propésito de este trabajo es
evaluar la actividad fagocitica de los polimorfonucleares (PMN) en sangre periférica y
macrofagos (MA) peritoneales, asi como los radicales libres en ratas machos cepas
Wistar de tres meses de edad con peso promedio de 300-400g con la administracién oral
de los extractos de Barreta (Helietta parvifolia). Se determinara en la suspension celular
de PMN y MA peritoneales la reduccion de nitro azul de tetrazolium (NBT), para

determinar % de fagocitosis (técnica en placa) 2

3,4,56,7,

, reduccion de NBT (técnica
espectrofotométrica) se evaluara la adherencia por la formacion de rosetas EA
(técnica de rosetas Fc) & % 1°. En plasma se determinara la produccién de NO,” como un

indicador de la generacion de 6xido nitrico NO (técnica de reaccion de Griess) 2,

se
determinara peroxidacion lipidica siguiendo el método de Aust (acido tiobarbitrico) **
y se determinara ceruloplasmina por el método de Mancini (inmunodifusion radial) *
1516 "1 3 utilidad de este estudio es importante ya que proporcionarfa datos sobre el
efecto secundario que pueda presentar un nuevo antiinflamatorio sobre la actividad de
las células que participan en la inflamacion y asi evitar 0 en su caso contribuir a su

consumo para con ello ayudar al mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes.


http://es.wikipedia.org/wiki/Antiinflamatorio
http://es.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://es.wikipedia.org/wiki/Antipir%C3%A9tico

3. MARCO TEORICO

3.1. Sistema inmunitario

El cuerpo humano continuamente intenta mantener la homeostasis contrarrestando las
actividades de los organismos productores de la infeccion, que se denomina patdgeno,
0 de sus toxinas. La capacidad para combatir la infeccion a través de las defensas del
cuerpo recibe el nombre de resistencia. La vulnerabilidad o falta de resistencia se llama
susceptibilidad. Las defensas contra las enfermedades se pueden agrupar en dos grandes

&reas importantes: La resistencia no especifica y la resistencia especifica®’.

Principales caracteristicas de las respuestas inmunitarias

El analisis experimental de la respuesta inmunitaria es, de hecho un intento de
proporcionar explicaciones moleculares y mecdnicas a estas caracteristicas

fundamentales de la inmunidad especifica.

Especificidad: las respuestas inmunitarias son especificas para antigenos distintos. De
hecho, las respuestas inmunitarias son especificas para diferenciar componentes
estructurales de proteinas complejas, polisacaridos y otros antigenos. Las porciones de
dichos antigenos que son reconocidas de forma especifica por linfocitos individuales se
denominan determinantes o epitopos. Esta refinada especificidad existe por que los
linfocitos B y T individuales que responden a antigenos extrafios expresan receptores de
membrana que distinguen diferencias sutiles entre antigenos diferentes. Los linfocitos
especificos de antigeno se desarrollan sin estimulacion antigenica, de forma que en los
individuos no inmunizados existen clones de células con diferentes receptores de
antigeno y especificidades para reconocer y responder a la exposicion a antigenos

extrafios®®.

Discriminacion entre lo que es propio y lo que no lo es: Una de las propiedades més
sefialadas del sistema inmunitario es su capacidad para distinguir entre antigenos
extrafios y antigenos propios. De esta forma, los linfocitos de cada individuo son

capaces de reconocer y responder a muchos antigenos extrafios, aunque normalmente no



responden a las sustancias potencialmente antigénicas presentes en ese individuo. La
auto-tolerancia es un proceso adquirido que debe ser aprendido por

los linfocitos de cada individuo. Ello ocurre en parte porque los linfocitos pasan en su
desarrollo por una fase donde el encuentro con el antigeno conduce a su muerte 0

inactivacion.

La resistencia no especifica a la infeccion: involucra 1) factores mecanicos 2) factores

quimicos y 3) factores celulares’.

[ Piel intacta
Aparato lagrimal
Membrana mucosa
N 7 Salival
Factores mecanicos Secreciones corporales
Inflamacion
" Fiebre
~ Acido oleico y &cido undecilico
Resistencia pH écido
No — Factores Quimicos Interferones
Especifica Lisozima
| Jugo gastrico

A

"Células NK

| Factores Celulares
Fagocitosis

Del cuadro sinoptico anterior los puntos méas relevantes son los que se encuentran

marcados con negritas y que a continuacion de desarrollan®®.

3.2. FACTORES MECANICOS
Inflamacion

Cuando las células son dafiadas por microorganismos, agentes fisicos o agentes
quimicos, se establece la reaccion de inflamacion (respuesta inflamatoria). La lesion se
puede observar como una forma de tension®’. La inflamacién es una respuesta de
defensa del cuerpo ante la agresion debida al dafio de los tejidos que por lo general se
caracteriza por cuatro sintomas fundamentales: hiperemia, dolor, calor y aumento de

volumen®®. Un quinto sintoma puede ser la perdida de la funcién en el area lesionada.



La perdida de la funcion depende del sitio y de la extension de la lesion. La respuesta
inflamatoria sirve como una medida protectora y de defensa. Es un intento para eliminar
microbios, toxinas o material extrafio en el sitio de la lesion con objeto de evitar la
diseminacion a otros 6rganos y preparar al sitio para la reparacion de los tejidos. Asi la
respuesta inflamatoria es un intento para restablecer la homeostasis de los tejidos?°.

La inflamacion aguda presenta tres componentes principales:

a) vasodilatacion: modificaciones en el calibre de los vasos sanguineos, permitiendo el
aumento en el flujo de sangre.

b) Aumento en la permeabilidad vascular: alteraciones en la estructura de la
microvasculatura, que permite la salida de la circulacion de las proteinas plasmaticas y
los leucocitos.

¢) infiltracion celular: la migracion de los leucocitos desde el punto en el que abandonan

la microcirculacién, hasta el foco de la lesion, en donde se acumulan.

Estos cambios son desencadenados de manera principal por mediadores quimicos que
estan ampliamente distribuidos de modo secuestrado o inactivo a través del cuerpo y se
liberan activan localmente en el sitio de la inflamacion. Después de su liberacion

tienden a inactivarse con rapidez para asegurar el control del proceso inflamatorio®®.

Cuando la hinchazdn es grave puede haber pérdida de la funcion del area afectada. Si el
agente lesivo se elimina con rapidez, el tejido pronto sera reparado y regresard a su
estado original. Los procesos inflamatorios contindan hasta que se resuelvan las
condiciones causantes de su inicio con la administracion de antiinflamatorios*®.

Los antiinflamatorios mas comunes en su consumo son los analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) un
ejemplo la Indometacina, son sustancias quimicas con efecto antiinflamatorio,
analgésico y antipirético, efectos que son similares a los de los corticoides. Actuan

bloqueando la sintesis de prostaglandinas®*.

Células de la inflamacion

Las células fagociticas, como los macr6fagos y los neutr6filos, las barreras como la piel,
y una diversidad de compuestos antimicrobianos sintetizados por el huésped tienen

funciones importantes en la inmunidad innata.


http://es.wikipedia.org/wiki/Antiinflamatorio
http://es.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://es.wikipedia.org/wiki/Antipir%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Corticoide
http://es.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina

En contraste con la amplia reactividad del sistema inmunitario innato, que es uniforme
en todos los miembros de una especie, el componente especifico, inmunidad adaptativa,
no actla hasta que no existe un reto antigénico para el organismo. La inmunidad
adaptativa responde al desafio con un gran elevado de especificidad y, asimismo, con la

propiedad notable de “memoria™ %,

Las funciones de las células se pueden ver agraviadas por diferentes factores, del los
cuales pueden ser externos o internos o también el envejecimiento, la contaminacion, el
ritmo de vida, los farmacos, etc. Todos estos y de mas factores pueden afectar nuestra

inmunidad®3.

En donde el estrés oxidativo se ha relacionado con el envejecimiento, pero al igual con
la contaminacion, consumo de farmacos o genéticamente que estan relacionados
también en la patogénesis de una gran variedad de padecimientos, y lo cual da cambios
en la respuesta inmune, en los radicales libre o antioxidantes. En la actualidad se a

estudiado estos cambios en o efectos con el consumo de farmacos® 113,

Células fagociticas

Aunque varias células tienen la capacidad de ingerir particulas, sélo los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y los macréfagos (MA) lo hacen “de manera profesional” y

ésta es su funcion preponderante.

Polimorfonucleares: Leucocitos polimorfonucleares: Estas células, en ocasiones, se
denominan granulocitos y son de vida corta (2 a 3 dias) comparados con macréfagos
que pueden sobrevivir durante meses o afios. Comprenden del 60 al 70 % de los
leucocitos pero también migran hacia los tejidos en respuesta a la clasifican como

neutr6filos, eosindfilos y baséfilos con base en su funcién histoquimica 333%3¢,

Los basdfilos se encuentran en numeros en extremo pequefios en la circulacion (<0,2%)
y tienen ciertas caracteristicas en comdn con las células cebadas tisulares. Ambos tipos
de células tienen receptores en su superficie para la porcion Fc de la IgE y el

entrecruzamiento de esta inmunoglobulina por el antigeno lleva a la liberacion de



diversos mediadores farmacologicos (figura 1). Estas moléculas estimulan una respuesta
inflamatoria, hay dos tipos de células cebadas; una se encuentra en el tejido conjuntivo
y la otra, relacionada a mucosas. Las células cebadas y los basofilos se derivan de la

médula 6sea, pero no esta clara su relacién en el desarrollo®:.

Neutr6filo Eosinofilo Basofilo Monocito
Linfocito

Figura 1. Imagenes de células fagociticas.

Fagocitos mononucleares, el sistema fagocitico mononuclear comprende monocitos que
circulan en la sangre y macréfagos diseminados en los tejidos. Los monocitos circulan
en el torrente sanguineo alrededor de ocho horas, durante las cuales crecen; a
continuacion, migran hacia los tejidos y se diferencian en macréfagos especificos de

tejido o células dendriticas®.

Monocitos: Los monocitos son células sanguineas de gran tamafio de 17-20
micrometros (um), el citoplasma contiene numerosas vesiculas de pinocitosis y gran
namero de lisosomas. Tienen receptores membranales para el fragmento cristalizable de
las inmunoglobulinas (fragmento Fc) y para la porcion del sistema del complemento
C3b. Las funciones principales de los monocitos son la liberacién de productos
esenciales en la inflamacién, la pinocitosis y la fagocitosis (figura 1)*. Los monocitos
son el principal componente del sistema reticuloendotelial o sistema fagocitico

mononuclear (SFM). Su funcién més importante es la fagocitosis*°.

Las celulas mencionadas hasta ahora se originan en médula Gsea, compartiendo un
antecesor comin como se muestra en figura 2. En esta imagen se representa las lineas

celulares hematopoyética.



Figura 2. Origen, maduracién y vida media de las células fagociticas “profesionales”.

Fibroblastos. Son células mesenquimales de los tejidos. En el foco inflamatorio se
transforman en fibroblastos, proliferando en la fase tardia o crdnica y formando el tejido
de granulacién. Los fibroblastos sintetizan colagena, que es esencial para la
cicatrizacion y curacion de las heridas. Algunos fibroblastos tienen capacidad de

fagocitar®.

Células Endoteliales. En el estadio inicial de la inflamacién, las células endoteliales
tienen un papel activo en la adherencia y paso de células por los espacios
interendoteliales y de diversas moléculas por los poros intracelulares. El papel
primordial del endotelio en la inflamacion se relaciona con la adherencia de los
leucocitos y el paso de células y solutos fuera del vaso. El endotelio sintetiza la
interleucina-1 (IL-1), expresando antigenos en la superficie de clase I (HLA) y Il
(MHC); posee en su superficie propiedades procoagulantes y anticoagulantes que

cuando se alteran pueden causar una coagulacién intravascular®® ¥.



Las células parecidas a macrofagos tienen diferentes funciones en distintos tejidos y se
denominan de acuerdo con su localizacion tisular:

e Macrofagos alveolares en el pulmdn.

e Histiocitos en los tejidos conjuntivos.

e Células de Kupffer en el higado.

e Células mesangiales en el rifidn.

e Células microgliales en el cerebro.

e Osteoblastos en el hueso.

Aunque casi siempre se encuentran en estado de reposo, los macréfagos se activan por

una diversidad de estimulos en el curso de una reaccidén inmunitaria 3% % %,

Actividad fagocitica de PMN y MA

Existen muchos mecanismos de defensa del hospedero en su esfuerzo para evadir a los
microorganismos que lo invaden. Uno de estos mecanismos inespecificos de defensa, es
la fagocitosis. Esta se define como el fendmeno mediante el cual una célula engulle una
particula completa. Por ejemplo: bacterias, parte de otras células, granulos de polvo o de

pigmentos, etc.3% 4.

La fagocitosis representa uno de los sistemas de defensa mas primitivos en el

hospedero®®: 4,

Las células relacionadas de manera especifica con el fendmeno de la fagocitosis son:
leucocitos polimorfonucleares (PMN), monocitos de sangre periférica y macréfagos

tisulares (células de Kupffer, macréfago alveolares, peritoneales, etc.) %%

No obstante que hay diferencias especificas entre la funcion fagocitica de los
macréfagos y neutréfilos, el proceso fagocitico incluye varias etapas secuenciales que
son comunes en ambas células y que comprenden la quimiotaxis, la adhesién, la
endocitosis (la cual se optimiza por la opsonizacion de las particulas), y los cambios
fisicos y bioguimicos intracelulares que capacitan a los fagotitos para endocitar, matar y

digerir a los microorganismos**%.



Existen varias formas de evaluar las diferentes etapas de la fagocitosis en donde para
poder medir la citopepsis se realiza la prueba de reduccion del NBT con la cual se
determina y se conoce el buen comportamiento de la fagocitosis 0 si en su caso se

presenta una anomalia en su actividad*®.
3.3. FAGOCITOSIS
Proceso de fagocitosis

El proceso de fagocitosis se puede dividir en 4 pasos diferentes: quimiotaxis,
opsonizacién, ingestion y muerte intracelular. Todos los pasos estdn intimamente
relacionados, todos ocurren en una célula fagocitica determinada, y el fendbmeno se

efectta por todas las células fagociticas del foco inflamatorio®.

Quimiotaxis

La quimiotaxis es el fendmeno mediante el cual moléculas secretadas por células en el
foco infeccioso atraen la movilizacion y reclutamiento fagocitos, siendo ésta la primera
fase del fendmeno inflamatorio, las cuales responden al estimulo llegando al foco
inflamatorio, siendo la quimiotaxis la migracién de los PMN o MA al foco inflamatorio

enrespuesta a las citocinas producidas %%,

En la activacion se producen importantes mediadores humorales de la inflamacion,
como Csay C3a que es un potente factor quimiotactico para neutrofilos, monocitos y
eosindfilos. También estimula a ésta célula a desgranularse, adherirse al endotelio y a

liberar leucotrienos, los cuales por si mismo son potentes mediadores de la inflamacion
41,45

El flujo sanguineo laminar empuja a los leucocitos asi adheridos en direccion de la
corriente sanguinea. El fagocito se despega de las interacciones corriente-arriba y sus
ligandos de membrana se unen a nuevas selectinas corriente-abajo. El resultado es un

movimiento neto a lo largo de la superficie endotelial, como se aprecia en la figura 3.
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Figura 3. Ilustracion de la fase de la quimiotaxis en la actividad fagocitica y receptores que participan.

Es en ese punto de movilizacion lenta que los fagocitos, atraidos por gradientes de
concentracion de las quimiocinas, atraviesan el epitelio vascular hacia el foco de

infeccién patogena como se aprecia en la figura 4.

Figura 4. Movimiento de los fagocitos al ser atraidos por el foco infeccioso.

Adhe rencia

Otros receptores sobre la membrana de los leucocitos y otros fagocitos actian como
mecanismos de adherencia sobre los microorganismos (figura 5), sea a productos

microbianos especificos o sobre opsoninas del sistema inmune del hospedador.
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Figura 5. El germen esta adherido a la célula fagocitica, esto se lleva acabo en la fase de la adherencia en la actividad
fagocitica.

e Receptor de manosa. Este receptor tiene afinidad por los componentes de
manosa presentes en las glucoproteinas y glucolipidos de las paredes celulares
microbianos.

e Scavenger. Estos receptores se unen directamente a microorganismos y a
moléculas de LDL modificadas.

o CD14. Es un ligando con preferencia especifica al lipopolisacarido presente en
ciertas bacterias y esta asociado a un receptor tipo Toll.

o Transmembrana de 7 hélices alfa. Es un receptor recientemente descubierto,
cuya funcién estd asociada a sefiales de quimiocinas y ciertos péptidos
microbianos.

e Receptores para los fragmentos Fc de los anticuerpos opsonizantes 1gG2 e
1gG3*°.

Opsonizacion

Durante la opsonizacion, la bacteria se combina con ciertas proteinas del suero y son
mas susceptibles a la ingestion por fagocitosis. Asimismo, algunas proteinas del suero
gue ayudan a la ingestion, puede ser llamada opsoninas, Para facilitar la ingestion de
bacterias patdgenas, las opsoninas son un eslabon importante entre las denominadas
inmunidad celular y humoral.
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La opsonizacion puede efectuarse por anticuerpos especificos que pueden funcionar
como opsoninas. Los anticuerpos como la inmunoglobulina G o inmunoglobulina M,
son capaces de actuar como opsoninas, pero algunos como la inmunoglobulina A, no
puede hacerlo. Otra forma de opsonizacidén proviene de los fragmentos resultantes de la
activacion del complemento, por ejemplo Csp, se une a los receptores CR1 sobre los
fagocitos; Cap puede ser roto a Cspi, que se une al receptor CR3, de la molécula MAC-1.
Junto con el anticuerpo, ésta promueve la ingestion del organismo. Esta es una funcion

muy importante para la erradicacion de la mayoria de las bacterias y hongos *°.

Ingestion (endocitosis)

Una vez que la bacteria patdgena son opsonizadas, son mas susceptibles a la ingestion

por las células fagociticas.

El proceso de la ingestion comienza con el arreglo de la bacteria a la superficie del
fagocito (adherencia). Los receptores para la porcion Fc de la molécula de
inmunoglobulina se une a su ligando en el PMN, al igual que la molécula opsénica Cgsp,
de tal manera que en la superficie de la célula fagocitica se forman los pseudépodos que
producen una vacuola rodeando a la bacteria opsonizada, encerrdndola como se aprecia

en la figura 6. Esto es lo que se denomina fagocitosis.

Figura 6. La bacteria opsonizada es encerrada y se comienza la fase de la endocitosis.
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Posteriormente se formaran la vacuola lisosoma y se fusionara con la fagocitica dando
la vacuola fagolisosoma encargada de dar muerte a lo fagocitado *°.

La unién a receptores de adherencia promueve sefiales de comunicacion intracelular que
resultan en la invaginacion de la membrana del fagocito rodeando al receptor y su
ligando patogénico. Al rodear por completo al complejo receptor molécula, la
membrana se une en sus extremos Yy libera al interior de la célula un fagosoma. Esto

puede ocurrir en mas de un punto de la membrana celular®’38 46,

Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico es un radical libre soluble y gaseoso, que es secretado no s6lo por las
células endoteliales sino también por los macrdfagos y neuronas cerebrales especificas.
Se sintetiza a partir de L-arginina, oxigeno molecular y NADPH, por accién de la

enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS).

En las células endoteliales y en las neuronas, la NOS estd presente de forma
constitutiva, y puede ser activada rapidamente por el incremento en la concentracion
citoplasmica de iones de calcio en presencia de calmodulina. La NOS es los macrofagos
no es constitutiva sino inducida en la situaciones en las que estas células son activadas

por citocinas*®.

ElI NO realiza otras funciones importantes en la inflamacion. Reduce la agregacion y
adhesion plaquetaria. EINO producido por macréfagos actta como un radical libre y es
citotoxico para ciertos microorganismos y células tumorales. Puede oxidar grupos
sulfhidrilo de las proteinas con el consiguiente agotamiento del glutation citosolico, y
puede reaccionar con el anion superoxido para formar dioxido de nitrdgeno

(fuertemente oxidante) y un radical hidroxilo (intensamente reactivo).
La produccion de NO por parte de macrofagos activados en casos de shock séptico

puede producir vasodilatacion periférica extrema con shock; a su vez, el NO también ha

sido implicado en diversas enfermedades inflamatorias °°.
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Efectos del 6xido nitrico sobre los leucocitos y procesos inflamatorios

El NO afecta las interacciones entre los leucocitos polimorfonucleares y las células
endoteliales. Esto se produce por adhesién de neutréfilos a las paredes de las vénulas
poscapilares. De esta manera se evidencié que el éxido nitrico esta relacionado con la
regulacion de la adhesion de los globulos blancos a las células endoteliales. Por tanto, el
NO rige la adhesién de polimorfonucleares y contribuye mantenimiento de la integridad
de la barrera microvascular, a la vez que disminuye la permeabilidad vascular, la
inflamacién y la formacién de edema. Una relacion entre la produccién de NO y la
disminucion de tolerancia autogénica es posible, porque el NO esta relacionado con
dafio a tejido sano por la inhibicién de varias enzimas, ademas de sus efectos toxicos

sobre macréfagos y células malignas®®.

Ademés se ha descubierto la participacion de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) en
enfermedades autoinmunes, se supone una relacion entre la actividad de la NOS y
subpoblaciones de linfocitos T y la influencia del NO sobre la produccién de citocinas®®
52 Se estima que el infiltrado de células T en el higado tiene actividad inducible de la
NOS, ademas de observarse un aumento de nitritos y nitratos en enfermedades

autoinmunes®®.

Digestion

Los fagocitos cuentan con variados mecanismos microbicidas, los cuales se activan al
acoplar el fagosoma con un lisosoma intracelular figura 7. Las enzimas del lisosoma se
liberan dentro del recién formado fagolisosoma actuando sobre su contenido como se
aprecia en la figura 8, y por ultimo se lleva a cabo la liberacion o eliminacion de los
desechos (exocitosis) figura 9, otros componentes toxicos usados en la digestion de

microorganismos son los Intermediarios reactivos del O y el Oxido nitrico®®.
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Figura 7. Se aprecia que la bacteria ya dentro del fagocito, esta se forma el fagosoma con un lisosoma.

Figura 8. Se forma el fagolisosoma y las enzimas del lisosoma se liberan dentro del fagolisosomay actuando sobre
su contenido.

Figura 9. La eliminacion de desechos (exocitosis).

Se consigue mediante mecanismos dependientes e independientes de oxigeno. Entre los
dependientes del oxigeno se encuentran los que generan radicales libres de O,e, OHe, y
H,0O2e. Los neutréfilos contienen mieloperoxidasa, que en presencia de Cl-, convierte el

H202 en OCle, que es un agente antimicrobiano®’ 38:46:47,
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3.4. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS

De los antiinflamatorios mas comunes en su consumo son los analgesicos

antiinflamatorios no esteroideo.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son sustancias quimicas con efecto
antiinflamatorio, analgésico y antipirético, efectos que son similares a los de los
corticoides. Actlian blogueando la sintesis de prostaglandinas.?® %,

Los corticoesteroides poseen actividad antiinflamatoria potente sin ser analgésicos; el
paracetamol y los analgésicos narcéticos tienen efecto analgésico con escasa actividad
antiinflamatoria; la aspirina y demas AINESs poseen ambas actividades.

Los farmacos antiinflamatorios se utilizan para tratar desordenes que originan
inflamacién, pirexia y dolor de cualquier origen, sea condiciones reumaticas, gota,

dismenorrea, enfermedades neoplésicas y cefaleas®® .

A nivel celular se han propuesto mecanismos mas especificos como:

1. Interferencia con la activacion de neutrofilos: Los AINEs inhiben la capacidad de
adherencia de las células sanguineas blancas, especialmente neutréfilos; con la

consecuente inhibicion de la quimiotaxis y de la agregacion de neutrofilos.
2. Los AINEs estimulan la liberacion de dxido nitrico.

3. Bloqueo de las citocinas: Se ha postulado que las citocinas tendrian un papel
significativo en la inflamacion, por lo tanto los AINEs inhiben indirectamente la

liberacidn de las mismas®*.

4. La administracion de AINEs reduce el dolor inducido por bajo pH al evitar la
acidosis que acompafia a un proceso inflamatorio, ademas de inhibir directamente a los
canales i6nicos sensibles a &cido (ASICs). Esta accion analgésica se ejerce en el SNC

por medio de dos mecanismos.

5. La inhibicion de formacién de prostaglandina disminuye el procesamiento de los

mensajes del dolor?.
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Al analizar estas nuevas investigaciones nos damos cuenta que son farmacos
completamente necesarios para controlar el dolor agudo y crdnico; y al observar que los
AINEs pueden ser (tiles y reducir marcadamente el componente analgésico e
inflamatorio, impidiendo o disminuyendo, pueden ser administrados tanto antes como

después de una lesion?®.

Accion antiinflamatoria

INFLAMACION AGUDA: Se da no solamente por la inhibicion de la sintesis de PG si
no que interfieren con diversas funciones de los neutr6filos: adhesividad, agregacion,

quimiotaxis, degranulacién y generacion de metabolitos reactivos de oxigeno?.

INFLAMACION CRONICA: En las fases iniciales y en determinados casos, la
inhibicion de sintesis de PG. También colabora en inhibir las fases iniciales de la accién
de PMN?,

Sin embargo los estudios actuales sefialan que esta accién no es la Unica para producir
su efecto antiinflamatorio, sino que también de manera directa o indirecta modifican

otros mediadores de la inflamacion:

a) Radicales de oxigeno y metabolitos citotdxicos.

b) Las citocinas que intervienen en la inflamacion cronica.

c) El sistema de complemento que desarrolla actividades proinflamatorias.

d) Las cininas (bradicinina y precalicreina) que sensibilizan terminales nerviosas

produciendo dolor.

e) Las aminas vasoactivas (histamina y serotonina) que favorecen el incremento de
23,24,25

permeabilidad vascular, producidas en plaquetas, mastocitos y baséfilos
La indometacina es un derivado del indol, reduce la migracion de neutréfilos y
disminuye la proliferacién de linfocitos T y B. Los efectos a nivel gastrointestinal son el
dolor abdominal, diarrea, hemorragia gastrointestinal y pancreatitis. Con los cuales
tienden a perder peso, también manifiestan la cefalea, mareos, confusion y depresion se

presentan hasta en la cuarta parte de pacientes medicados. Se ha observado necrosis
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papilar renal. Su uso debe evitarse en pacientes con pélipos nasales o angioedema, y en

pacientes asmaticos se puede desencadenar crisis?® %,

3.5. LESION CELULAR INDUCIDA POR RADICALES LIBRES

Un importante mecanismo de lesion de la membrana, es la lesion inducida por radicales
libres, en particular por especies de oxigeno activado. Contribuye a procesos variados
como la lesion quimica y por radiacion, la toxicidad por oxigeno y otros gases, el
envejecimiento celular, la muerte microbiana por células fagociticas, la lesién
inflamatoria, la destruccién tumoral por macréfagos y otros*®.

Lo radicales libres son especies quimicas que tienen un unico electron no apareado en
una Orbita externa, es extremadamente reactivo e inestable y entra en reaccion con
sustancias quimicas inorganicas u organicas, en especial con moléculas claves de las

membranas y con &cidos nucleicos.

Los radicales libres pueden iniciarse dentro de las células por:

1. Laabsorcionde la energia radiante (luz ultravioleta, rayos X).

2. Metabolismo enzimatico de productos quimicos o farmacos exdgenos
(tetracloruro de carbono (CCl,) puede generar (CCls).

3. Reacciones enddgenas, habitualmente oxidaciones, que se producen durante los

procesos metab6licos normales?®.
Las especies reactivas mas importantes son:
e Tres especies del oxigeno, superéxido (O2°), peroxido de hidrogeno (H20,), e
iones hidroxilo (OH").

e Oxido nitrico: puede actuar como radical libre y puede ser convertido a un anion

peroxinitrito altamente reactivo (ONOOQO?), ademéas de NO™, y NO3'.
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Los efectos de estas especies se pueden englobar en 3 reacciones:

1. Peroxidacion de los lipidos de las membranas. Los radicales libres en presencia
de oxigeno pueden causar la peroxidacién de lipidos dentro de las membranas
plasméaticas y organelos.

2. Modificacion oxidativa de las proteinas. Los radicales libres promueven la
formacion de enlaces cruzados mediada por sulfhidrilo en los polipéptidos.

3. Lesiones enel 4cido desoxirribonucleico (ADN)“°.

Hay, sin embargo, diversos sistemas enzimaticos y no enzimaticos que contribuyena la

terminacion o inactivacion de las reacciones de radicales libres, por ejemplo:

¢ Antioxidantes enddgenos y exdgenos que bloquean la formacion de radicales
libres o la inactivan. P. ej., vitamina E, cisteina, ceruloplasmina, albUmina,
transferrina y células barrenderas.

e Enzimas. Superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa °°.

3.6. BARRETA (Helietta parvifolia)

Actualmente el papel universal de las plantas en el tratamiento de las enfermedades esta
ejemplificado en suempleo en los sistemas principales de medicina. EI conocimiento de
los efectos medicinales, narcoticos y demas propiedades de las plantas se ha pasado de
generacion en generacion, principalmente en las regiones del Africa tropical, Norte y
Sudamérica, y pafses del Pacifico?! 22, Gran parte de la medicina tradicional mexicana
es el resultado de la reconciliacion de los conocimientos médicos aztecas y las teorias

médicas europeas??.

La Helietta parvifolia (Barreta) fue estudiada como parte de la bldsqueda de agentes
anticancerosos, en un primer momento?’; posteriormente ha sido objeto de estudio en
México, como agente antimicOtico de uso agricola, sin esclarecer la presencia o
ausencia de tal actividad, ni los métodos que se utilizaron para determinar la actividad
antimicética®” 2 % Esta planta ha sido utilizada para el tratamiento de las heridas en
caballos, como antiinflamatorio; ademas de usarse en forma de polvo para proteger

semillas del ataque de hongos la cual no esta aun comprobada?®’.
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En la actualidad se estan realizando investigaciones y proponiendo el uso de nuevos
antiinflamatorios de origen natural. Un estudio reciente realizado en la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, reveld que el extracto acuoso de corteza y el
extracto de hoja de la planta Barreta (Helietta parvifolia) tiene un efecto
antiinflamatorio efectivo ante la inflamacion cronica a una dosis efectiva media de 60
mg/Kg y es una propuesta como una alternativa de antiinflamatorio®®. Por tal interés
estudiar que efectos pueda tener en las células que participan en la inflamacién este

extracto como antiinflamatorio al comparar con antiinflamatorio indometacina.

3.7. PEROXIDACION LIPIDICA

Como ya se ha comentado anteriormente, la mayoria de los radicales libres de interés
bioldgico suele corresponder a especies extremadamente reactivas e inestables, por lo
que su periodo de vida media es muy corto, asi como su radio de accion. No obstante,
cuando un radical libre reacciona con un compuesto no radical, se puede formar un
nuevo radical libre que podra reaccionar, a su vez, con otro compuesto no radical y asi
sucesivamente. De esta manera, es posible que se cree reacciones en cadena que daran
lugar a efectos biologicos lejos del lugar donde se origind el primer radical. Un claro

ejemplo de este hecho lo constituye la peroxidacion lipidica® *.

Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el radical libre quita un &tomo
de hidrégeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena hidrocarbonada para
originar un radical libre lipidico. Los éacidos grasos poliinsaturados son especialmente
susceptibles al ataque de los radicales libres, puesto que contienen grupos metileno
separados por dobles enlaces que debilitan el enlace metileno C-H. El radical libre
lipidico, para estabilizarse, sufre un reajuste molecular que produce un dieno conjugado.
El dieno conjugado reacciona con el oxigeno molecular y se forma un radical peroxilo
que puede dar lugar a endoperdxidos, o bien tomar un atomo de hidrogeno de un
carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado adyacente y formar de nuevo,

radical libre lipidico y un hidroperéxido®*.
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Reaccion de peroxidacion lipidica:

Acido graso —> Radical——> Dieno —» Radical = Hidroperdxido
poliinsaturado libre conjugado peroxilo lipidico
lipidico

Los hidroperoxidos lipidicos son compuestos estables, pero si entran en contacto con
iones metalicos de transicion, producen més radicales que pueden iniciar y propagar
otras reacciones en cadena. De esta manera, se altera la estructura de las membranas vy,

por tanto, su funcion. Los productos finales de la peroxidacion lipidica, entre los que se
incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar
donde se originaron y alteran la permeabilidad vascular, la respuesta inflamatoria o la

quimiotaxis®2.
3.8. CERULOPLASMINA

Los diversos anticuerpos desarrollados contra las muchas clases de antigenos, se
encuentran en la fraccion globulina a de las proteinas del plasma. Las globulinas [ se

subdividenen los grupos a; y a».

La ultracentrifugacion ha mostrado, la presencia de un componente principal con una
constante de sedimentacion de alrededor de 7s y otro menos de alrededor de 19s.
El componente de 19s esta constituido por dos clases muy diferentes de proteinas, una

de ellas emigra como globulina a; y la otra como globulina o ,>*

Dentro de las globulinas a ; encontramos a la ceruloplasmina.

Cantidad Movilidad Peso Punto Funcion
estimada | electroforética | molecular | isoeléctrico, | principal
mg/100 pH
mL
Ceruloplasmina 30 4.6 132 kDa 4.4 Transporte
de cobre
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La ceruloplasmina (Cp) es una proteina plasmatica, anti-oxidante, que participa en el

metabolismo del cobre y el hierro en la célula. Esta globulina se sintetiza principalmente

en higado, se dice que es una proteina de fase aguda.

Las funciones fisiologicas de la ceruloplasmina incluyen:

Transporte de cobre

Coagulacién

Angiogénesis

Ayuda en el estrés oxidativo por captacion de radicales superdxidos y secuestro
de iones libres de cobre.

Oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.

Homeostasis del hierro como ferroxidasa, catalizando la conversion de Fe?* en
Fe3+ 50,55

Se ha encontrado que los niveles de ceruloplasmina sérica y la actividad y cantidad de

cobre se incrementan en enfermedades autoinmunes o dafio celular. El transporte de

cobre en los conductos biliares es interrumpido por el colapso de los conductos biliares

interlobulares y por tanto el cobre se acumula en el higado, asi es probable que la

actividad de la ceruloplasmina sérica aumenta para metabolizar los acimulos de cobre

enel higado®®.

Sin embargo, los niveles de ceruloplasmina en suero no son significativos para el

diagnéstico de padecimientos autoinmunes, pero si en el grado de cicatrizacion del

higado cuando este se ve dafiado por factores fisicos, quimicos (farmacos) o

biol6gicos®’.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas de salud mas comin en el mundo, son las enfermedades
inflamatorias, por lo cual varios medicamentos fueron desarrollados para tratar estos
desordenes como es el caso del grupo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES);
donde se buscéd disminuir y/o eliminar los efectos graves de la inflamacion'®. Pero los
AINEs traen consigo efectos secundarios como es el caso de la indometacina, el cual su
H 4 H A 19, 20
consumo provoca lesiones gastricas y problemas en un grupo de 6rganos . Por tales
motivos se ha tenido la necesidad de proponer nuevos antiinflamatorios de origen

natural.

En la actualidad el uso de plantas medicinales se ha incrementado para el tratamiento
de enfermedades?*. Gran parte de la medicina tradicional mexicana es el resultado de los
conocimientos empiricos de nuestros antepasados, un claro ejemplo es la planta Barreta

(Helietta parvifolia).

La Helietta parvifolia (Barreta) empiricamente, se ha utilizado en el tratamiento de las
heridas en caballos, como antiinflamatorio; ademas de usarse en forma de polvo para
proteger semillas del ataque de hongos. Actualmente se tiene conocimiento, por un
estudio reciente, el cual confirma que la actividad biolégica de la Helietta parvifolia

(Barreta) va encaminada a un efecto antiinflamatorio®’.

Pero tambien es de interés saber que efecto puede presentar en las células que participan
en el proceso inflamatorio sin padecer una inflamacion. Por lo tanto en este estudio lo
que se pretende es determinar si la Helietta parvifolia afecta a la actividad de las células
fagociticas (PMN) para reducir el nitro azul de tetrazolium (NBT), asi también,
observar si hay aumento o disminucion de los radicales libres. De ahi la necesidad de

este estudio para justificar suempleo como antiinflamatorio.
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5. OBJETIVOS

Objetivos generales
Evaluar el dafio en las células fagociticas de rata, al administrar los extractos de barreta
comparandolos contra indometacina, mediante las determinaciones de reduccion de

NBT, rosetas Fc, nitritos, peroxidacion lipidica y ceruloplasmina.

Objetivos particulares

1. Evaluar la actividad fagocitica mediante la reduccion de NBT en placa y reduccion de
NBT espectrofotométricamente de PMN y MA peritoneales en las ratas.

2. Determinar en plasma nitritos como un indicador de 6xido nitroso, por el método
Griess, determinara la concentracion de MDA (peroxidacion lipidica) mediante el
método de TBA y se determinard concentracion de ceruloplasmina.

3. Evaluar la adherencia, mediada por Fc de IgG anti-glébulos rojos de carnero
(hemolisina de conejo) y se observara por la formacion de rosetas Fc.

4. Realizar conteo total y diferencial de leucocitos.
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5. HIPOTESIS

Con la administracion oral del extracto acuoso de Barreta (Helietta parvifolia), los
animales presentaran una disminucién en la reduccion del NBT, nitritos y peroxidacion

lipidica enrelaciona la administracion oral de solucion salina.
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7. DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de estudio: Prospectivo, observacional, transversal.

Poblacién: Ratas Wistar con peso promedio de 300-400g divididas en cuatro grupos de

ocho ratas cada uno.

Criterios de inclusion: Ratas machos de 3 meses de la cepa Wistar, sanas y dentro del

rango de peso.

Criterios de exclusion: Ratas hembras de las cepas Wistar, ratas que no se encuentren

entre la edad requerida y que presenten algun padecimiento.

Criterios de eliminacion: Ratas que en el proceso de la investigacion adquieran un

padecimiento 0 en su caso la muerte.

DIAGRAMA DE FLUJO

En el quinto dia las ratas fueron anestesiadas y sacrificadas con
incision axilar a blanco y la sangre se recolecta en tubo con EDTA.

Se les extrajo Se les extrajo bazoy
higado y se pesaron. <\ / se pesaron.

=

Se recolecto la sangre en tubo con EDTA y Se recolecto en tubo siliconizado los
agito para impedir la formacion de coagulo. macro6fagos peritoneales con solucion salina

citratada fria.

Y

Obtencion de

Plas ma

Cuenta Total y diferencial
de leucocitos

v A 4

Obtencién de la suspension Obtencion de la_suspension
de PMN con polimorphprep celular de macrdfagos

Determinacién de
Nitritos » Reduccion del NBT en placa |«
y espectrofotometria

Determinacion de
Peroxidacion Lipidica

v

A

Formacién de rosetas

Inmunodifusién radial
de Ceruloplasmina
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9. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVO

Reactivos

Nombre Proveedor
Acido acético Merck
Acido clorhidrico Merck
Aceite de inmersion Sigma
Acido Ortofosforico

Agarosa Bioxon
Agua destilada Theissier
Alcohol Bioxon
AlbUmina sérica bovina JT. Baker
Azul de Commassie

Bicarbonato de sodio JT. Baker
Borato de sodio JT. Baker

Butiril-hidroxitolueno (BHT)

Monterrey S.A. de C.V.

Cadmio metalico

Tecnica quimica S.A.

Cianuro de potasio JT. Baker
Citrato de sodio Merck

Cloruro de amonio JT. Baker
Cloruro de calcio Sigma

Cloruro de sodio JT. Baker
Cocktail inhibidor de proteasas Sigma chemical company p-2714
EDTA Sigma

Etanol JT. Baker
Fenol JT. Baker
Fosfato de potasio Merck

Fosfato de sodio JT. Baker
Glucosa Merck
Hidroxido de sodio Merck
Indometacina Kener

NBT Sigma
n-butanol JT. Baker
Nitrito de sodio JT. Baker
N-(1-naftil)- Merck
etilendiaminodic lorhidratado

(NED)

Piridina Baker
Polimorphprep Nycomed
Safranina SS.A
Sigmacote Sigma chemical company.
Solucion salina fisiologica Baxter
Sulfanilamida Merck

Sultato de cobre Tecnica clinica
Sulfato de magnesio Merck

Sulfato de zinc

HYCEL de México

TBA (&cido tiobarbiturico)

Sintetizado en el laboratorio de organica

por el M en C Rodolfo Carre6n
Sanchez.FES Zaragoza UNAM.

1,1, 3, 3-tetrametoxipropano
(TMP)

Aldrich

Zymosan A

Sigma
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MATERIAL BIOLOGICO

e Suero de rata.

e Suero de conejo anti-ceruloplasmina de rata.
e Hemolisina.

¢ Globulos rojos de carnero.

o Ratas machos (300-290g) cepa Wistar.

e Marcador de peso molecular (MPM).

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard

Marca: Invitrogen

Catalogo No. LC5925

Contenido: 500uL de SeeBlue Plus2 Pre- Stained Estandar

Buffer de corrimeinto: Tris-HCL, Formamida, SDS, Rojo de Fenol

Consiste de 10 bandas de proteinas pretefiidas, 8 azules y 2 de colores de

contraste, en el rango de 4-250 kDa.

e La Helietta parvifolia (Barreta) se colectd en el mes de junio de 2007, en la
comunidad de “El Tanque”, Xicoténcatl, Tamaulipas. * Una muestra de la planta
fue depositada en el herbario IMSSM, al cual se le asign6 el numero de registro
15235 y fue autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, jefa del
herbario. Los extractos utilizados fueron obtenidos y proporcionados por el M.
en C. Rodolfo Carre6n Sanchezenel L-312 de la FES-Zaragoza, UNAM.

*Abreviatura reconocida por la Asociacion Internacional de Taxonomia Vegetal.

EQUIPO

Nombre Marca
Agitador de placas Bellco Glass Inc
Agitador vortex genie Scientific Industries Inc
Agitador rocker platform Bellco Glass
Balanza analitica Mettler H33AR
Balanza granataria Ohaus
Bafio metabdlico Precision
Caja Petri Kimax
Campana de extraccion
Canula oral
Centrifuga Solbat
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EQUIPO (continuacién)

Centrifuga clinica Hamilton Bell
Congelador (-4°C) Revco
Espectrofotdmetro Spectronic 20 Bausch & Lomb
Incubadora Riossa EC
Microcentrifuga Hermle 2233M-2
Microscopio Zeiss

Micropipeta de 5-40 uL

Finnpipette-Labsystems

Micropipeta de 10-100 uL

Labpette-Labnet

Micropipeta de 100-1000 uL

BIOHIT Proline

Pipeta automatica

Finnpipette, de 20-400 microlitros

Placa para imunodifusion

Falcon

Refrigerador

Philips 127 volts-VA

10. METODO

10.1. Preparacioén de la poblacién de estudio

Para iniciar el experimento fue necesario que las ratas estén enayuno por 18 horas.

Grupo de ratas Solucién a Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5
administrar via oral.
A concentracion.
Testigo (-) 0.5 ml de solucion A A A A +
salina
Testigo (+) Indometacina A A A A i
5.0 mg/Kag.
Extracto acuoso de Extracto A A A A +
corteza 60 mg / Kg.
Extracto acuoso de Extracto A A A A i
hoja (a reflujo) 60 mg / Kg.

Tabla 1. Dosificacion para los cuatro grupos de ratas.

A : Administracion de misma dosis por diay misma hora.

+: Se sacrificaron a las ratas, esto se llevo de acuerdo a la guia parael cuidado y uso de animales de laboratorio, de
la Norma Oficial Mexicana (NOM -062-Z00-1999).

En el quinto dia las ratas se pesaron, se anestesiaron y sacrificaron con incision axilar a blanco y la sangre se

recolecto en tubo con EDTA.

Se recolectaron los macr6fagos peritoneales con solucion salina citratada fria, cada

muestra en tubos siliconizados.

Se tomd sangre con anticoagulante EDTA (0.1mg por mL de sangre) para obtener
PMN.
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Se recolectaron 4 tubos con 6 mL de sangre sin anticoagulante para la obtencion de

suero.

Se extrajeron los bazos e higados de cada rata y se pesaron, para observar si presentan

disminucién o en su caso aumento en sus pesos con relacion al testigo negativo.

10.2. OBTENCION DE SUSPENSION CELULAR DE
POLIMORFONUCLEARES (PMN)

Procedimiento

1. Se obtuvo 8 mL de sangre por rata y se coloc6 en un tubo con EDTA. De cada
muestra se tomaron 5mL para el siguiente paso.

2. Se estratifico la sangre sobre 2.5 mL de polimorphprep en un tubo de 13 x 100 mm y
se centrifugd a 1500 rpm durante 30 min.

3. Se obtuvo con una pipeta Pasteur el anillo de polimorfonucleares y se coloco cada
una de las 29 muestras en un tubo siliconizado, ajustando la suspension celular, en
solucion de krebs-Henseleit.

4. Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, se decant6 y se le adicion6 0.5 mL de

solucion de Krebs-Henseleit.

10.3. OPSONIZACION DEL ZYMOSAN A
Procedimiento

1. Se pesaron 70 mg de zymosan A y se resuspendieron en 10 mL de agua destilada, y
se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min., (se realiz6 dos veces el lavado).

2. Se resuspendio el sedimento con 7 mL de suero fresco de rata y se incub6 a 37° C
durante 20 min.

3. Se centrifug6 a 2000 rpm durante 5 min. el sedimento se resuspendié en 5 mL de
solucion de krebs-Henseleit, una vez mas centrifugamos a 3000 rpm por 5 min.

4. Se tir6 el sobrenadante y el botdn se resuspendié con 7 mL de solucion de krebs-

Henseleit, y se mantuvo en frid hasta que se utilizo.
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10.4. OBTENCION DE SUSPENSION CELULAR DE MACROFAGOS (MA)
Procedimiento

1. Una vez sacrificada la rata, se le inyectaron 5 mL de solucion salina citratada fria
via intraperitoneal.

2. Se agitd veinte veces a la rata, sujetandola de la base de la cola y del cuello.

3. Se realizd un corte en el esterndn de la rata y se extrajo la solucion con macrofagos
con la ayuda de una pipeta pasteur y se coloco en un tubo siliconizado y se ajusté con
solucion de krebs-Henseleit.

4. Cada muestra se centrifugd a 3000 rpm por 5 min., se hicieron dos lavados, se
decanto el sobrenadante, y al boton se le adiciond 0.5 mL de solucion de Krebs-
Henseleit, se mantuvo en bafio de hielo, para proceder a realizar las siguientes pruebas.
1) Reduccién del NBT espectrofotométrica.

2) Reduccion del NBT en Placa.

3) Rosetas Fc.

10.5. REDUCCION, DE NITRO AZUL DE TETRAZOLIUM (NBT)
ESPECTROFOTOMETRICA

Procedimiento

1. Se prepararon dos tubos de ensaye de 13 X 100mm siliconizados (solucion
siliconizada), uno para fagocitosis y otro en reposo, para cada muestra tanto de PMN
como de macr6fagos (MA).

2. Se realizaron para cada muestra suspension celular de PMN y MA los pasos

siguientes de la tabla 2.

Reactivos | Tubos siliconizados
F (Fagocitosis) R (Reposo)
NBT 1 %. 0.4 mL 0.4 mL
KCN 0.01M. 0.1 mL 0.1 mL
Sol. Krebs-Henseleit. 0.35 mL 0.4 mL
Zymosan A opsonizado. 0.05 mL
Suspension Celular de PMN 0.1 mL 0.1 mL
y MA.
3. Se coloco en bafio metabolico a 37 ° C, durante 20 min.
4. Se detuvo la reaccion con 2 mL 2 mL
HCla 2.5N.

Tabla 2. Procedimiento para el método de reduccion de NBT.
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5. Se sacaron los tubos del bafio y se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min., se
decantaron y se resuspendieron.
6. Se le adiciond6 2 mL de piridina a cada tubo y se leyé la absorbancia al
espectrofotometro a 515 nm, utilizando un blanco de piridina pura.

Tubos en F1 R1 R2 F2

Imagen 1. Foto de reduccion de NBT por espectrofotometria de PMN (F1, R1) Y MA (F2, R2) peritoneales. Tubos
en reposoy fagocitando.

10.6. REDUCCION DE NITRO AZUL DE TETRAZOLIUM (NBT) EN PLACA

Procedimiento

1. Se prepararon dos portas objetos por muestra de PMN y MA con papel parafilm. Al
papel se le hizo un orificio de 5mm; se colocé el papel ya con las perforaciones sobre la
placa y se adhirié a presion.

2. Se coloco en los circulos del portaobjeto 0.01 mL NBT més 0.01 mL de zymosan A
opsonizado y 0.01 mL de suspensidn celular de PMN (repetir este mismo proceso para
la suspension de MA).

3. Se colocaron las placas en cdmara humeda, la cual se sello y se colocd en la
incubadora a 37°C por 20 min.

4. Transcurrido el tiempo, se tomaron las placas y se lavaron con PBS tibio de forma
suave.

5. Se tifieron las placas con colorante de safranina por 10 min., transcurrido ese tiempo
se lavaron con agua destilada y se dejaron secar.

6. Las placas ya secas se observaron al microscopio a 100X con aceite de inmersion y se

comenzd a contar las células hasta tener un total de doscientas celulas contadas.
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7. Se saco el porcentaje de reduccion, de los PMN y MA, los que contengan manchas
azules en su interior se consideraron positivos a la reduccion, los PMN o MA que

contengan levaduras rosas en su interior se consideraron negativos a la reduccién.

Los porcentajes de reduccion en placa se sacaron con las siguientes formulas:

%R PMN = (PMN conlevaduras reducidas 1100
Total de PMN contados

%R MA (MA conlevaduras reducidas),I 00
0 =
Total de MA contados

10.7. FORMACION DE ROSETAS Fc

Procedimiento

Se realiz6 la técnica de rosetas Fc, para la evaluacion de la adherencia.

1. Se colocaron en los tubos siliconizados de 12 X 75mm un volumen de 0.25 mL de
una suspension de eritrocitos de carnero ajustados al 1% en solucion salina
amortiguada.

2. Se les adicionaron 0.25 mL de la suspension celular de PMN para un tubo y 0.25 mL
de MA, (conseguido del paso 1 de la técnica de “obtencidon de suspension celular” de
PMN y delpaso 3 de la técnica de “obtencién de suspension celular” de MA.)

3. Se incubaron a 37°C durante 20 minutos, y se centrifugaron a 1000 rpm durante 1
minuto.

4. Se resuspendieron y se le colocé una gota entre porta y cubreobjeto, se leyeron las
rosetas activas. Aquellas células que unan tres 6 mas eritrocitos sobre la superficie del
fagocito se consideraron roseta.

El porcentaje de células (PMN 6 MA) formadoras de rosetas (CFr) se saco con la

siguiente formula.

%CFr = (Celulas formadores de rosetas) 100

Total de células
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10.8. DETERMINACION DE CERULOPLASMINA POR INMUNODIFUSION
RADIAL

Procedimiento

Preparacion de las placas

1. Se pes6 0.3g de agarosa, en una balanza analitica.

2. Se colocaron en un matraz de 250 mL, se les agrego 30 mL.

3. Se coloco el matraz en una olla de presion de 21L a que alcanzara 125 °C para
disolver la agarosa, se dejo enfriar y se agregd una pizca de azida de sodio.

4. Se colocaron 2 mL de agarosa con una pipeta graduada a 13 tubos de ensaye
etiquetados.

5. Se colocaron en bafio Maria a 45 °C durante 10 min.

6. A cada tubo se le agrego 200uL de suero de conejo anticeruloplasmina y se agitaron.
7. Cada uno de los tubos fue vaciado en un pozo de las placas de Falcon, evitando la
presencia de burbujas.

8. Las placas se dejo reposar hasta alcanzar la solidificacidn.

9. Se realizaron 4 perforaciones de 3mm en cada contenedor conagarosa Yy se utilizaron

el mismo dia de su elaboracion.

imagen 2. Foto que muestra un agar en el pozo de placa falcon con cuatro perforaciones de 3mm en el agar.

Procesamiento de la muestra

1. Se colocaron 5 pLL de cada muestra problema en el orificio de los pozos de las placas.
2. Estos fueron identificados de acuerdo a la numeracion que le toco a cada muestra.
3. Se colocd 5 pL el estandar de Ceruloplasmina de rata.

4. Las placas se refrigeraron durante 48 horas.
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5. A las 48 horas se midio el halo de inhibicién con una regla milimétrica.

6. Se colocaron las placas a dializar con solucidn salina por 24 horas.

7. Se colocaron a dializar las mismas placas en agua destilada por 24 horas.

8. Se tifieron los agares de la placa falcon con la adicién de colorante Azul de
Commassie por 1 hora.

9. Transcurrido el tiempo, se procedid a destefiir las muestras con acido acético al 5%
con tres cambios a de este mismo decolorante por 2 dias.

10. Ya destefiidos (véase imagen 3 en anexo) se procedid a medir nuevamente los
didmetros de los halos con una regla milimétrica y consecutivamente se midieron los
diametros de los halos del estandar y se realizaron los calculos.

11. Se utilizé el valor de referencia: 21.2 mg de Cp de rata /dL. Para 55 pL (véase
imagen 12 en anexo de imagenes, la inmunodifusion radial para estandar de

ceruloplasmina de rata) de muestra correspondié a 1.06 mg de Cp de rata / dL.

Nota: Véase Anexo 1 ohtencion y cuantificacion y purificacién de Cp de rata asi como el suero de conejo anti-Cp.

Imagen 3. Foto de los agares ya tefiidos de la determinacion de ceruloplasmina en rata por inmunodifusion radial ya
tefiidos con Azul de Commassie.

10.9. DETERMINACION DE NITRITOS

Procedimiento

1. Se le adicionaron 300 uL de agua destilada a 100 puL de plasma (obteniendo una
dilucion 1:4), y se le agregaron 20 pL de Ia solucion de ZnSO4, se agitaron (recordando
que esta solucion forma un precipitado de proteinas), por ello fue necesario centrifugar a
10 000 rpmpor 5 min.

2. A los tubos con el cadmio activado (véase anexo 1), se les tiro el NH4Cl y se les

adiciono el sobrenadante de la centrifugacion del paso 1.
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3. Se taparon con parafilm y se colocaron en una plancha de agitacion horizontal por 15
min.

4. Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 5 min., y se tomaron 200 pL del
sobrenadante para el ensayo de la muestra siguiendo el paso de la tabla 3.

5. Se construyo la curva de calibracion con el patron (Tabla 3 y Grafica 3 en anexo).

6. Se determind la concentracion de nitritos en suero de ratas para los cuatro

tratamientos y se reportaron los resultados con la utilizacion de la curva patron de nitrito

de sodio.
Tubo Estandar Agua destilada

(9) (119)

1 0 900

2 100 800

3 200 700

4 300 600

5 400 500

6 500 400
Muestras 200 del sobrenadante 700

Se adicionaron 50 pL de sulfanilamida. Incubar 10 min. (Temperatura ambiente)

Se adicionaron 50 pL del reactivo de NED, se mezclaron e incubaron 30 min.
(Temperatura ambiente)

Se Leyerona 540 nm.

Tabla 3. Curva patrdén. Concentracion del estandar 200 pg/mL de Nitrito de sodio y procesamiento de la muestra.

10.10. DETERM INACION DE FjEROXIDACI(')N LIPIDICA (MDA). METODO
DE TBA (ACIDO TIOBARBITURICO)

Procedimiento

I. Procesamiento de muestras.

1. Se colectaron 100uL de la muestra de plasma (de cada rata) en tubo Eppendorf, y se
le agregaron 10 pL de BHT 2mM.

2. Se diluy¢ el plasma 1:5 con PBS (100 pL de plasma en 400 pL de PBS).

3. Se tomaron 400 puL de plasma con 50 puL de BHT 12.6mM y 400uL de acido
ortofosforico 0.2M.

4. Se mezclaronen Vortex por 10 seg., y se le adicionaron 50 uL de TBA 0.11M/L y se

mezclaron de nuevo con Vortex.
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I1. Produccién de color.

1. Se colocé la mezcla de reaccion en un bafio de agua a 90°C por 15 min., los tubos se

taparon con papel aluminio.

2. Se enfriaron en hielo, se agregaron 1000 uL de n-butanol y 100 uL de NaClsolucion
saturada y se agitaron vigorosamente por 30 seg.

3. Se centrifugd a 5000 rpm/ 1 min., y se transfirio 500 pL de la fase de butanol a una

celda.

4. Se realizd la lectura a 535 nmya 572 nm, para con ello corregir la absorcién.

5. Se realizd la curva estdindar de MDA (Tabla 4 y Grafica 4, ver anexo), para

posteriormente sacar las concentraciones de MDA y asi reportar la peroxidacion lipidica

en suero de ratas para los cuatro tratamientos y asianalizar los resultados.

Tubos MDA TMP | HsPO,4 | TBA | Agua | Absorbancia
(umol/L) | (ubh (wh) | @h | (b

B 0 0 600 200 200 0

1 0.2 5 600 200 195 0.281
2 0.4 10 600 200 190 0.457
3 0.8 20 600 200 180 0.827
4 1.2 30 600 200 170 0.928
5 2.0 50 600 200 150 1.285
6 2.8 70 600 200 130 1.489
7 4.0 100 600 200 100 1.523

Tabla 4. Curva patron. Concentracion del estandar de peroxidacion lipidica.
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11. RESULTADOS

Curva patrén de proteina por el método de Lowry

Se determiné la concentracion de ceruloplasmina por el método de Lowry. Estandar de

proteinas 250pg/mL (BSA proteina albumina).

Tubo Concentracion | Volumende Agua Absorbancia a
de proteina estandar pL 600nm
(ng/mL)
B 0 0 1000 0
1 25 100 900 0.039
2 50 200 800 0.099
3 75 300 700 0.161
4 100 400 600 0.208
5 125 500 500 0.279
6 150 600 400 0.255
7 175 700 300 0.335
8 200 800 200 0.369
9 225 900 100 0.445
10 250 1000 0 0.445
r=0.998

Tabla 5. Curva patron de proteinas por el método de Lowry.

Curva estandar de proteina
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concentracion de proteina pg/mL

Grafica 5. Curva patron de proteinas por el método de Lowry.
La muestra de ceruloplasmina obtenido dio lo siguiente:

Dilucién Absorbancia Concentracion de la Ceruloplasmina de rata
1:10 0.033 21.2 mg/dL
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Identificacién de Ceruloplasmina de rata por su peso molecular

Se realizo6 el corrimiento electroforético de la muestra de la ceruloplasmina de rata a la

concentracién obtenida y el marcador de peso molecular, de la siguiente manera:

Carril Cantidad (pL) Muestra
1 15 MPM
3 15 Ceruloplasmina

Estas son las cantidades usadas para la identificacion de la Ceruloplasmina.

El gel se tifi6 con Azul de Commassie y se observaron las siguientes bandas del carril 1

correspondientes al la muestra del marcador de peso molecular:

Nota: A la imagen se le cambio el color con Microsoft Office Picture Manager.

PM kDa
250 ——

148 —

98
90 .
64 —

50

36

Imagen 4. Electroforesis. Identificacion de al ceruloplasmina de rata.

Se observd que la banda de la Ceruloplasmina de rata del carril 3, se encuentra por
encima de la banda de los 64 kDa, correspondiendo aproximadamente a peso molecular

de 90 kDa, la cual es ceruloplasmina de rata degradada como se aprecia en la imagen 4.
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Inmunoelectroforesis

Se realizé la inmunoelectroforesis para la confirmacion de que se obtuvo el suero de
conejo anticeruloplasmina de rata, después de un proceso de obtencion y purificacion,
se utilizo esta técnica para la confirmacion de que el anticuerpo este puro, como se ve

en la imagen5 y 6.

Imagen 5. Inmunoelectroforesis, en la cual se aprecia el precipitado de ceruloplasmina en el canal 1 con suero de
conejo anti-Cp, y en el canal 2 se aprecia el precipitado al colocar anti-suero de rata.

Imagen 6. Fotografia de la placa tefiida con Azul de Commassie en los cuales se parecia con mas facilidad las bandas
de ceruloplasmina 1 y 2 en la region a.

Enel carril la ceruloplasmina se observa en dos bandas anchas (imagen 7), la nimero 2
corresponde a Ceruloplasmina de peso molecular 148 000 Daltons y la nimero 1 es la
de menor peso molecular 125 000 Daltons, esto esta comprobado con un ensayo de
electroforesis en suero humano para la determinacion de la ceruloplasmina y se

encontr6 como resultado lo ya mencionado.
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Imagen 7. Se aprecia la ceruloplasmina pura utilizando al anti-Cp y en los orificios se aplico la ceruloplasmina de
rata puray se observan las dos bandas.

© >

Imagen 8, Se aprecia dos bandas de ceruloplasmina en una electroforesis, con la cual se obtiene que hay
ceruloplasmina 1y ceruloplasmina 2.

Electroforesis en gel de poliacrilamida para la identificacién de ceruloplasmina de rata
(imagen 4). Los carriles marcan de izquierda a derecha, Marcador de PM vy
ceruloplasmina respectivamente que aparece en dos bandas corresponden a que en suero

humano hay dos tipos de ceruloplasmina 1 y 2°8.

La ceruloplasmina no es homogénea; 80% de total corresponde a la fraccion A con peso
molecular de 148 000; la fraccion D (PM 125 000) corresponde al 20 % restante
(imagen 8) y se divide en tres subfracciones cuando menos, con PM menor de 100 000
Dalton. Parte de esta heterogeneidad (Imagen 4) puede deberse a una tendencia a formar
polimeros®®.

Para el valor estdndar de la ceruloplasmina fue un valor de referencia: 21.2 mg de Cp de
rata /dL. Para 55 pL. (véase imagen 12 en anexo de imagenes, la inmunodifusion radial
para estandar de ceruloplasmina) de muestra correspondié a 1.06 mg de Cp de rata / dL.
Que al medir los halos tuvieron un diametro promedio de 0.42 y con estos dos valores

se saca la concentracion de ceruloplasmina para los distintos sueros.
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11.1. Resultados del Andlisis estadistico de las diferentes determinaciones

Se aplico el programa estadistico SPSS-10 para Windows 10.0.

Comparacion de medias entre los diversos parametros determinados y tratamientos.
Prueba de diferencias significativas honesta (HSD) de Tukey para los parametros
determinados vs. tratamiento, con una a=0.05.

Reduccion de NBT en PMN

Tratamiento Medias Error estandar
Solucion salina 0.057875 0.0130390
Indometacina* 0.175667 0.0539220

Corteza 0.093500 0.0147660
Hojas 0.135286 0.0235025
Total 0.110759 0.0151513

Tabla 4. Comparacion de medias de las absorbancia con respecto al tratamiento. Indometacina vs. solucién salina
*P=0.029.
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Grafica 4. Comparacion de las medias con su error estandar.
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Reduccion de NBT en Macréfagos

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 0.295625 0.0322590
Indometacina* 1.002000 0.1346432

Corteza 0.267375 0.0355085
Hojas 0.210857 0.0168854
Total 0.392500 0.0607729

Tabla 5. Comparacion de medias de las absorbancia con respecto al tratamiento. Indometacina vs. solucion salina,
Cortezay Hoja *P=0.000.
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Grafica 5. Comparacion de las medias con su error estandar.
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Reduccion de NBT en placa de PMN

Tratamiento Medias Error estandar
Solucién salina* 43.000 8.2318
Indometacina 2.667 2.6667
Corteza 7.025 2.1955
Hojas 71.429 2.4286
Total 31.186 5.8010

Tabla 6. Comparacion de medias de la reduccion de NBT en placa de PMN con respecto al tratamiento. solucion
salina vs. Indometacinay Corteza *P=0.000, solucion salina vs. Hojas *P=0.001.
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Grafica 6. Comparacion de medias de la reduccion de NBT en placa de PMN con respecto al tratamiento.
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Reduccion de NBT en Macréfagos

Tratamiento Medias Error estandar
Solucion salina 69.875 1.2455
Indometacina* 48.620 2.6028
Corteza 75.214 1.6968
Hojas 73.017 2.2227
Total 67.950 2.1169

Tabla 7. Comparacion de medias de la reduccion de NBT en placa de Macréfagos con respecto al tratamiento.
Indometacina vs. solucién salina, Cortezay Hojas *P=0.000.
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Grafica 7. Comparacion de medias de la reduccion de NBT en placa de Macréfagos con respecto al tratamiento.
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Porcentaje de formacién de rosetas con PMN

Tratamiento Medias Error estandar
Solucién salina* 22.333 2.6034
Indometacina 7.200 1.0198
Corteza 12.250 1.4361
Hojas 44.286 3.6886
Total 22.231 3.0990

8. Comparacion de medias del porcentaje de formacion de rosetas en PMN con respecto al tratamiento. solucién
salina vs. Indometacina *P=0.004, solucion salina vs. Corteza *P=0.038 y solucién salina vs. Hoja *P=0.000.
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Grafica 8. Comparacion de medias del porcentaje de formacion de rosetas en PMN con respecto al tratamiento.
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Porcentaje de formacién de rosetas con Macrofagos

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 80.500 0.7319
Indometacina* 0.000 0.0000

Corteza 61.375 5.6155
Hojas 73.143 2.8571
Total 56.793 5.8750

Tabla 9. Comparacion de medias del porcentaje de formacion de rosetas en Macrdfagos con respecto al tratamiento.
Indometacina vs. solucién salina, Corteza'y Hojas *P=0.000.
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Grafica 9. Comparacion de medias del porcentaje de formacion de rosetas en Macr6fagos con respecto al tratamiento.
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Nitritos

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 87.669125 9.2372328
Indometacina 118.32717 15.840805
Corteza 86.090875 15.112089
Hojas 95.847857 10.100625
Total 95.550966 6.4428389

Tabla 10. Comparacion de medias de las concentraciones de nitritos con respecto al tratamiento.
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Gréfica 10. Comparacion de medias de las concentraciones de nitritos con respecto al tratamiento.
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Peroxidacién Lipidica

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 0.42500 0.0114097
Indometacina 0.003417 0.0028930
Corteza 0.040963 0.0125727
Hojas 0.053114 0.0104020
Total 0.036552 0.0060666

Tabla 11. Comparacion de medias de la peroxidacion lipidica con respecto al tratamiento.
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Gréfica 11. Comparacion de medias de la peroxidacion lipidica con respecto al tratamiento.
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Ceruloplasmina

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 58.0450 95436
Indometacina* 50.4800 0.0000

Corteza 59.9388 1.14424
Hojas 59.4886 0.75066
Total 57.3507 0.80076

Tabla 12. Comparacion de medias de la concentracion de ceruloplasmina con respecto al tratamiento. Indometacina

vs. solucién salina, Corteza'y Hojas *P=0.000.
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Comparacion de medias de la concentracion de ceruloplasmina con respecto al tratamiento.
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Cuenta total de leucocitos

Tratamiento Medias Error estandar
Solucidn salina 8842.86 2277.881
Indometacina 3758.33 1047.809
Corteza 9762.50 2412.704
Hojas* 20507.14 4299.065
Total 10932.14 1761.259

Tabla 13.Comparacion de medias de la cuenta de leucocitos con respecto al tratamiento. Hojas vs. solucién salina
*P=0.036, Hojas vs. Indometacina *P=0.003 y Hojas vs. Corteza *P= 0.049.
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Gréfica 13. Comparacion de medias de la cuenta de leucocitos con respecto al tratamiento.
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Indice hepatico

Tratamiento Medias Error estandar
Solucién salina 4.0352 0.07631
Indometacina 4.3811 0.12040
Corteza 3.8324 0.11851
Hojas 3.7768 0.07141
Total 3.9884 0.06290

Tabla 14. Comparacion de medias del indice hepatico con respecto al tratamiento.
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Gréfica 14. Comparacion de medias del indice hepéatico con respecto al tratamiento.
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indice esplénico

Tratamiento Medias Error estandar
Solucion salina 0.2512 0.01028
Indometacina 0.4659 0.07841
Corteza 0.2495 0.01732
Hojas 0.2109 0.01256
Total 0.2854 0.02400

Tabla 15. Comparacion de medias del indice esplénico con respecto al tratamiento.
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Gréfica 15. Comparacion de medias del indice esplénico con respecto al tratamiento.
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12. ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizd el analisis comparativo de medias para cada determinacion en los cuatro
grupos de tratamiento que correspondieron a: Solucién salina (ss), Indometacina,
corteza de Barreta y hoja de Barreta, con esto también se obtuvo las diferencias

significativas segun la prueba de Tukey (0=0.05) para las siguientes:

En la determinacién de reduccion de NBT espectrofotométricamente (cuantitativo) de
los PMN y Macrofagos, se encontrd que la indometacina present6 efecto, en el cual se
observé una mayor reduccidn de NBT P=0.029 hay mayor liberacion de aniones
superéxido, mientras que la indometacina inhibe el edema inducido en la pata por
carragenina, en PMN y MA al estimularlo con zymosan opsonizado y aumenta la
produccién de aniones super6xido®®. En la determinacién de reduccién de NBT en placa
(cualitativo) la indometacina, al igual que los extractos corteza y hojas tuvieron un
efecto al disminuir la liberacién de aniones superdxido, esto debido a que en el ensayo
cuantitativo se usa KCN para inhibir cadena respiratoria y se registro sélo la via de la
hexosa-6-monofosfato, mientras que el ensayo cualitativo registra formacion de

formazan sin importar la via, es decir es inespecifico®: 2.

En la formacion de rosetas EA que nos mide los receptores para Fc de
inmunoglobulinas, en PMN se encontrd que la indometacina y corteza presentaron una
disminuciéonen la formacidn de rosetas y en Macrofagos se observo que hay efecto solo
de la Indometacina al disminuir la formacion de rosetas esto se puede deber a que los
PMN muestran su arsenal de lisosomas siempre, mientras que los macréfagos sélo
cuando estan activados y el efecto de la indometacina es mayor que los extractos
probados por lo que s6lo se observan efectos con éste farmaco. También se esta probado
que los antiinflamatorios AINEs inhiben la capacidad de adherencia de las células PMN

neutrofilos®* 2.

En la determinacién de concentracion de nitritos en suero, se observé que no se presento
efecto significativo bajo ningun tratamiento; sin embargo esta reportado que la
administracion de indometacina produce un aumento en la concentracion de nitritos,
esto debido a que los antiinflamatorios AINEs estimulan la liberacion de 6xido nitrico y

sus derivados asi como también metabolitos citotdxicos® 2% %,
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En la determinacion de peroxidacion lipidica, no presentd efecto significativo, en

ninguno de los tratamientos.

En la determinacion de Ceruloplasmina, se observo que la indometacina disminuye la
concentracion de ceruloplasmina comparada con la solucion salina, y los extractos de
corteza y hojas. Esto se puede deber a que la ceruloplasmina se sintetiza en higado, es
una proteina de fase aguda que se eleva en procesos inflamatorios y la indometacina
tiene un efecto antiinflamatorio y una actividad antioxidante®, es catalogada como anti-

61, 62, 63

inflamatorio de fase aguda y tiene un papel activo en la regulacion de la

homeostasis del cobre y del hierro®®.

En la cuenta total de leucocitos se observo que ocurre una leucocitosis en extracto de
hojas, mientras que la indometacina redujo la cantidad de leucocitos. Debido a que los
antiinflamatorios permiten que las células epiteliales den la salida de estos fagocitos
para cuando hay una inflamacion estos comienzan a liberarse del torrente circulatorio,
para ir al sitio de accion y entonces comenzar todo el proceso de la inflamacion por lo
cual se ve afectado la disminucion de esto por tal es normal, ya que la indometacina es
un derivado del indol, reduce la migracion de neutréfilos y disminuye proliferacion de

linfocitos?® 8.

En la determinacién de indice hepatico e indice esplénico presentaron aumento en el
peso de los 6rganos, esto no por efecto del farmaco, esto se debid a que al administrar la
dosis, la ratas perdieron un peso® promedio de 40g, presentaron diarrea y disminucién

de actividad fisica por lo cual se vio aumentado el indice esplénico.
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13. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran claramente que el extracto de
Corteza de Barreta en el método cualitativo y cuantitativo para PMN y MA present6
disminucion en la reduccion de NBT. En nitritos, peroxidacién lipidica y
ceruloplasmina no se presento efecto. Por lo cual se confirma su efecto antiinflamatorio
sobre las células que participan en la inflamacion.

En el extracto de Hojas de Barreta no presento efecto en la reduccion de NBT nien
radicales libres.

Se necesitan estudios adicionales para determinar el compuesto activo en el extracto de
Corteza de Barreta (Helietta parvifolia) y el mecanismo exacto a través del cual la

produccion de aniones superdxido es modulado.
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14. ANEXO1

14.1 Obtencidony purificacion de Ceruloplasmina asi como la obtencion de suero de

conejo anti-ceruloplas mina.

Tratamiento especial merecen los datos sobre ceruloplasmina, ya que en este caso
particular se obtuvieron resultados adicionales en relacion al método de analisis y sobre
todo en la obtencion de suero de conejo anti-ceruloplasmina en rata, ya que no se tenia
elanticuerpo para rata; la técnica empleada para su determinacion no tiene antecedentes
en la literatura. La técnica establecida esta basada en el método de inmunodifusion
radial que facilita el analisis de esta proteina. La técnica es de bajo costo y de facil

ejecucion.

Descripcidn de la técnica

El establecimiento de esta técnica tuvo por objetivo determinar ceruloplasmina (Cp) de

rata.

Eldesarrollo de la técnica se bas6 en el método de inmunodifusion radial, por lo que fue
necesario elaborar un anticuerpo para ceruloplasmina humana en conejo ya que este es
considerado un modelo adecuado para tal fin®*.

A continuacion se describe puntualmente el material y método empleado para el

desarrollo de esta técnica.

Material y equipo

QAE A-50 Sephadex, (Sigma Chemical Company)

400 mL de plasma fresco humano certificado

Columna para tamices moleculares 54X 1X 100cm, (Sigma Chemical Company)
Soluciones de fosfato de potasio (0.1M, 0.2M, 0.3M y 0.5M), (Monterrey S.A.)
Sulfato de amonio al 30%, (Baker)

Espectrofotometro, (Jenway 6305)

Centrifuga (Hamilton Bell V6500 BIOHAZARD)

Centrifuga (IEC B-20* DAMON)

Membrana de dialisis PM 12 000-14 000. (Spectra)
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Refrigerador (Whirlpool)

Tubos (Eppendorf)

Congelador (Revco)

Crondmetro (Timex)

Placa de agitacion (Bellco Glass, Inc)
Tubos de ensaye (Kimax)

1 matraz Erlenmeyer de 250 mL (Kimax)

Procedimiento

Obtencion de ceruloplasmina de rata.

1. Se colocaron 400 mL de plasma de rata y 200mL de QAE A-50 Sepadex en un
recipiente limpio con agitacion suave durante 4 horas a 4 °C.

2. Después del transcurso de este tiempo se coloco en una columna (véase imagen 9) y

se eluyo con 0.1M de fosfato de potasio.

Imagen 9. Fotografia de la columna con Sephadex utilizada para la obtencién de ceruloplasmina.

3. Se recolectd el eluido (cada 10mL) en tubos de ensaye limpio y seco, el contenido de
estos tubos se leyd en espectrofotometro a 280 nm.

4. Se detuvo la elusidén hasta que ya no se presenté lectura en los tubos.
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5. Posteriormente se eluyé con fosfato de potasio 0.2M de igual manera que el anterior.

6. Al término de esto se prosiguié con fosfato de potasio 0.3M, enel cual se recolecté la
ceruloplasmina que salié en un tono azuloso (Imagen 10) con un volumen de 11.6 mL.
Se aprecia diferente a los otros tubos que serian mas claros, esto se hizo repitiendo el

paso 3y 4.

Imagen 10. Fotografia de la gradilla donde se recolecto el eluyente con el buffer de fosfato al 0.3M, en donde se
aprecia que en el tubo 5 aparece la ceruloplasmina en un tono azuloso.

7. Los tubos con volumenes que presentaron mayor lectura (véase imagen 11) en el
espectrofotdmetro, se recolectaron en un vaso de precipitado de 250 mL y se
precipitaron con sulfato de amonio al 33%.

8. El precipitado se centrifugd a 10 000 G (en centrifuga IEC B-20?) durante 1 hora.

9. El sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio al 50% vy se centrifugd de igual
manera que el anterior.

10. Se resuspendié el precipitado con fosfato de potasio 0.05M y se coloco en la
membrana de dialisis.

11. La membrana se coloco en un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenia buffer
fosfato de potasio 0.05M durante 48 horas en refrigeracion, el buffer se cambio cada 24
horas.

12. La muestra se colocd en tubo Eppendorf, y se congeld hasta su utilizacion.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida para la identificacion de ceruloplasmina de
rata.

Soluciones

Solucion A. Monomero de acrilamida.

Acrilamida 299

Bis- acrilamida 19

Se lleva a 100 mL con agua destilada, aforar hasta que la solucion este a temperatura
ambiente. Filtrar la solucion después de aforar y guardar a 4°C, no mas de 1 mes.

Solucion B. Amortiguador del gel separador, pH= 8.8

Trizma base 36.3¢g

Acido clorhidrico (HCI) 1N 40 mL

EDTA 0.2M pH=8.0 5.3mL

Se ajusta el pH con HCI 5N. Se afora a 100 mL. Se filtra con papel Whatman #1 y se
guarda a 4°C.

Solucion C. Amortiguador del gel concentrador, pH= 6.8

Trizma base 5.98¢

Acido clorhidrico 5N 6 mL

EDA 0.2M, pH=8.0 5.3mL

Se ajusta el pH con HCI 5N. Se afora a 100 mL. Se filtra con papel Whatman #1 y se
guarda a 4°C.

Solucion D. SDS al 10% (dodecil-sulfato de sodio)

SDS 10 ¢

Agua desionizada 100 mL

Se filtra con papel filtro después de aforar, Guardar a temperatura ambiente.

Solucion E. persulfato de amonio (PSA) al 10%

Persulfato de amonio 200 mg
Agua desionizada 2000 pL
Solucién F. TEMED

TEMED 1000 pL
Solucion G. Amortiguador de muestra 4 X

Solucion C 300 pL
Solucién D 200 uL
Glicerol 100% 400 pL
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2-a-mercaptoetanol 50 uL

Azul de bromofenol 50 uL

Mezclar los componentes, colocar en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y almacenar a -
20°C.

Solucién H. Amortiguador de desarrollo (Tris-HCI 0.025M, pH= 8.3, glicina 0.192M,
SDS 0.1%)

Tris-base 30
Glicina 144 ¢
SDS 10 mL
Agua destilada 1L
Solucion 1. Colorante azul de Comassie R-250val 1% (stock)

Azul de Commassie 1.09¢
Agua destilada 100 mL
Colorante: azul de Commassie R-250 0.125% ( MeOH 50%, acido acético 10%)
Azul de Commassie 62 mL de la solucion stock
MeOH 250 mL
Acido acetico 50 mL
Agua destilada 500 mL
Solucion decolorante 1. (MeOH 50%, acido acético 10%)

MeOH 500 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 1000 mL
Solucion decolorante 2. (MeOH 5%, acido acético 7%)

MeOH 700 mL
Acido acético 500 mL
Agua destilada 10L
Material

Vidrios de 12 X 11 Y 12 x10
Separadores de teflon de 0.05 mm.
Agarosa al 2%.

Gel separador

Agua bidestilada (Theissier)
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Gel concentrador

Peine para electroforesis
Amortiguador 4x

Tubo Eppendorf 600 microlitros
Amortiguador de corrimiento

Marcador de peso molecular (Sigma Chemical Company)

Equipo

Bafio maria

Centrifuga

Cémara de electroforesis miniprotean (Bio-Rad)

Secador de geles (Bio-Rad)

Procedimiento

I. Formacion del gel separador.

1. Se unieron dos cristales de 12 X 11 y 12 X 10 cm y dos empacadores de teflon de 0.5
mm.

2. Se monto el soporte donde se formo el gel de poliacrilamida.

3. Se sellaron los extremos, parte inferior y lados, con agarosa al 2% cuidadosamente de
no dejar espacios sin cubrir.

4. En un vaso de precipitado de 40 mL se mezclaron las siguientes cantidades para un
gel al 10%:

Agua bidestilada 3.232 mL
Solucion A 2.333mL
Soluciéon B 1.316 mL
Solucion D 70 uL
Solucién E 36 uL
Solucion F 10 uL

5. Se mezclé perfectamente, cuidando que no haya formacion de burbujas, se vacio la
mezcla al armazon de tal forma que qued6 un espacio de 4cm aproximadamente sin
cubrir en la parte superior, inmediatamente se agregd agua hasta el borde del cristal
(cuando el gel polimerizo se observo dos fases, una del gel y otra delagua).

6. Una vez que el gel polimerizd se desalojo el agua, se lavo la superficie del gel con

agua bidestilada y se dejé reposar unos minutos.
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Il. Formacion del gel separador

1. En un vaso e precipitados de 40 mL se agregaron las siguientes cantidades para un

gel al 10%.

Agua bidestilada 2.350 mL
Solucion A 0.690 mL
Solucion C 0.870 mL
Solucién D 41.4 uL
Solucion E 41.4 uL
Solucion F 6 uL

2. Se mezclaron evitando la formacion de burbujas, se llend el espacio restante en el
armazon y se insertd el peine ciego cuidando de no generar burbujas bajo los dientes de

este, se dejo reposar el gel unos 10 minutos.

I1l. Tratamiento de la Muestra.

1. Se combinaron 15 pL de la muestra de ceruloplasmina, con 45 pL amortiguador de
muestra 4X (solucion G), en un tubo Eppendorf.

2. Este tubo se colocd en un bafio de agua hirviendo por 2 minutos y finalmente se
centrifugd a 2000 rpm por 30 segundos.

IV. Corrido del Gel.

1. Se retird el peine suavemente del gel ya polimerizado, se llenaron los pozos con agua
y se drenaron invirtiendo el dispositivo, se repitio el lavado de 2 a 3 veces para evitar la
formacién de redes de gel en los pozos.

2. Se colocé el armazdn en la camara de electroforesis y se llend la cAmara interna y
cada pozo con el amortiguador de corrimiento (solucion H), se llen6 el pozo mas grande
con 15 puL de la muestra y el otro pozo pequefio se dispuso para colocar 15 uL del
marcador de peso molecular (MP M).

3. Se llend el compartimiento inferior de la cdmara de electroforesis con el
amortiguador se corrimiento (solucion H), se conect6 a la fuente de poder y se corrié a

80 wolts de corriente constante hasta que llegd al gel separador, entonces se subio el
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voltaje a 120 volts de corriente continua y se detuvo hasta que el colorante quedd unos

0.5 cmantes del limite inferior de los cristales.

V. Tincion, decoloracion y secado.

1. Se desensambld el dispositivo y se sacO el gel con cuidado, este se colocé en la
solucion colorante Azul de Commassie (solucion J) por 1 hora.

2. Pasado este tiempo se colocd en la solucion decolorante 1, por 1 hora a agitacion
constante y posteriormente se transfiri6 a la solucién decolorante 2 el tiempo
conveniente hasta que se obtuvo la decoloracion deseada.

3. Ya decolorado el gel se coloco entre 2 plasticos resistentes al calor y se llevo al
secador de geles a 60° C por 1 hora y asi se obtuvo la laminilla de la electroforesis

(véase imagen 4).

Determinacion de la concentracion de ceruloplasmina de por el método de Lowry.

Reactivo 1

Carbonato de sodio anhidro (Na,COs) 59
Hidroxido de sodio (NaOH) 1g
Tartrato de sodio y Potasio (KNaC4KNaOg*4H,0) 0.067 g
Agua Bidestilada 250 mL
Reactivo 2.

Sulfato de cobre anhidro (CuSO4) 0.024 g
Agua bidestilada 50 mL
Reactivo de Lowry.

Reactivo 1 50 mL
Reactivo 2 1mL

Reactivo de Folin-Ciocalteau

Reactivo de Folin-Ciocalteau 1.5mL
Patron de albdmina

Albumina 25 mg
Agua destilada 100 mL
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Procedimiento.

Curva patrén de proteina por el método de Lowry.
1. Curva patron de albumina:
Se determind la concentracion de ceruloplasmina de rata (obtenida en la técnica de

obtencion y purificacion de ceruloplasmina) por el método de Lowry. Estdndar de
proteinas (BSA (proteina Albumina), 250pg/mL).

Tubo Concentracion | Volumen  de|Agua Absorbancia a
de proteina | estandar pL 600nm
(ng/mL)
B 0 0 1000 0
1 25 100 900 0.039
2 50 200 800 0.099
3 75 300 700 0.161
4 100 400 600 0.208
5 125 500 500 0.279
6 150 600 400 0.255
7 175 700 300 0.335
8 200 800 200 0.369
9 225 900 100 0.445
10 250 1000 0 0.445
r=0.998

Tabla 3. Curva patrén de proteinas por el método de Lowry.

Curva estandar de proteina

0.6
g 05
@
C 04 _—"
2 03 —
2 01

o T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

concentracion de proteina pg/mL

Grafica 3. Curva patron de proteinas por el método de Lowry.
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2. Muestra:

Se hizo una dilucion de la muestra 1:10 (obtenido en la técnica de obtencion y
purificacién de ceruloplasmina), de tal forma que se obtuvo 1 mL de volumen final, se
agrego a cada dilucion, 3mL de reactivo de Lowry. Se dejé reposar por 10 min. Pasado
el periodo de tiempo, se agregd 0.1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, y se dejo

reposar por 30 min. Se leyo a 600 nm.

Se construyd la curva patron (véase tabla 3, grafica 3) con las absorbancia y las
concentraciones registradas de albumina de suero de bovino (250 pg / mL). La
concentracidn de ceruloplasmina se interpold y se obtuvo la concentracio n siguiente:

Dilucion Absorbancia Concentraciéon de la Ceruloplasmina de rata
1:10 0.033 21.2 mg/dL

A esta ceruloplasmina se le administrd un cocktail inhibidor de proteasas. Para evitar degradacion del antigeno (Cp).

Inmunizacién del conejo (para obtener suero de cone jo anticeruloplasmina)

Material

Conejo de 8 meses de edad y 2.5 Kg de peso
1 caja de madera

Torunda con alcohol

Jeringa estéril para insulina

Solucion salina

Adyuvante completo de Freund

Vaso de precipitado de 100, 250 y 500 mL (Kimax)
Probeta graduada de 100 mL (Kimax)

Azida de sodio (Sigma)

Pipeta Pasteur

Bulbo para pipeta Pasteur

Refrigerador

Bafio de agua a temperatura de 37 °C

Procedimiento
1. Elconejo se inmoviliz6 en una caja de madera y esta se coloco verticalmente.

2. Se limpio el lomo en el margen exterior con una torunda de alcohol.
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3. Se le inyectd la ceruloplasmina con una jeringa de insulina de acuerdo al esquema

siguiente:

Dia 0 Se coloc6 en un tubo de ensaye 1 mg de ceruloplasmina, 1 mL de solucion
salina y 1 mL de adyuvante completo de Freund, se homogenizd y se le
aplico al conejo en sitio multiples por via subcutanea.

Dia14 | Se coloco 1 mgde ceruloplasmina, 1 mL de soluciénsalinay 1 mL de
adyuvante incompleto de Freund, se homogeneizaron y se le aplicé en sitio
multiples por via subcutinea.

Dia35 | Se colocaron 0.5 mg de ceruloplasmina, 1 mL de solucion salina, se
homogenizaron y se le aplicé ensitios multiples, por via subcutanea.

Dia40 | Se aplic6 igual que el paso anterior.

Dia45 | Se sangro el conejo en blanco.

4. La sangre del conejo se coloco en un vaso de precipitado y se coloco en un bafio de
agua a temperatura de 37 °C durante horas.

5. Posteriormente se coloco enrefrigeraciona 4 °C para que se retrajera el coagulo.

6. Una vez retraido el coagulo se separd el suero por centrifugacion y se colocé en una
probeta graduada para observar el volumen.

7. Se transfirio a un frasco boca ancha color ambar de 250 mL y se le agregd una pizca
de azida de sodio para evitar la contaminacionde bacterias.

8. El suero de conejo anticeruloplasmina de rata, se refrigerd hasta su utilizacién en la

técnica de inmunodifusion radial.

Inmunoelectroforésis

La inmunoelectroforésis ha resultado con éxito los principales inconvenientes de la
inmunodifusién ordinaria, el largo tiempo de resolucién y la formacion de méas de una
linea de precipitacion. La inmunoelectroforésis tiene dos partes: la electroforesis y la
interaccion de antigeno-anticuerpo. La electroforesis separa las proteinas en sus
constituyentes de acuerdo a sus diferentes propiedades io6nicas. Los distintos
componentes migran a diferentes velocidades y presentan diferentes movilidades en un
campo eléctrico creado en varios medios de soporte amortiguado tales como agarosa,
agar, geles de poliacrilamida y acetato de celulosa. Se basa en la migracion proteica, la
interaccion de la corriente y la distancia entre los polos catodicos y anddicos. En

amortiguador basico, la albumina se mueve mas rapidamente hacia el &nodo, mientras
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que la gamma globulina se comportan como cationes, precedidas hacia el &nodo por las

B, az, a; —globulinas.

Es un método de resolucion excelente, ya que combina dos técnicas: la electroforesis y
la inmunodifusién y es muy dificil que dos substancias tengan el mismo corrimiento
electroforetico y a la vez la misma velocidad de difusion. Se emplea para observar

pureza en antigenos y anticuerpos.
Material

Portaobjeto con agarosa al 1%
Perforador con canal

Amortiguador de barbituratos
Fuente yequipo de electroforesis
Antisuero humano

Suero de rata,

Suero de conejo anti ceruloplasmina

Ceruloplasmina de rata, obtenida de precipitacion con sulfato de amonio al 33%

Procedimiento

1. Se prepar6 agarosa al 0.1% para barnizar la placa y otra de agarosa al 1 % la cual sera
la base.

2. Se realizaron dos perforaciones y un canal en la parte central sin quitar al agar. En
ambos orificios se colocd el suero de rata y se marcé con una pizca de azul de
bromofenol, como indicador de corriente de la proteina.

3. Coloco en la cdmara de electroforesis y le aplico 30 miliamperes, hasta que el
colorante se desplaza % partes del portaobjeto.

4. Se colocé en el primer canal el suero de conejo anticeruloplasmina de rata y en el
segundo canal el antisuero de rata. Se dejé la muestra en camara himeda por 24 horas a
temperatura de ambiente y observd la banda de precipitacion (véase imagen 5).

5. Se dializo la placa con solucion salina al 0.85% por 24 horas.

6. Se dializo la placa con agua destilada por 24 horas.

7. La placa se tifio con Azul de Commassie por una hora.
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8. Se colocd la placa a destefiir en solucién acido acético al 5% por dos dias y con ello

se aprecio mejor las bandas (véase imagen 6).

Determinacion de ceruloplasmina por inmunodifusion radial.

Procedimiento

Preparacion de las placas

1. Se peso 0.3g de agarosa, en una balanza analitica.

2. Se colocaron en un matraz de 250 mL, se les agregd 30 mL de PBS.

3. Se coloco el matrazen olla Express de 21L a temperatura de 125 °C, para disolver la
agarosa.

4. Se colocaron 2 mL de agarosa con una pipeta graduada a 13 tubos de ensaye
etiquetados.

5. Se colocaron en bafio Maria a 45 °C durante 10 min.

6. A cada tubo se le agrego 150uL de suero de conejo anti-ceruloplasmina y se agitaron.
7. Cada uno de los tubos fue vaciado en un pozo de las placas de Falcon, evitando la
presencia de burbujas.

8. Las placas se dejo reposar hasta alcanzar la solidificacion.

9. Se realizaron 4 perforaciones de 3mm en el agar y se utilizaron el mismo dia de su

elaboracion.

Procesamiento de la muestra estandar de ceruloplasmina de rata

1. Se coloco 5 uL el estandar de Ceruloplasmina de rata en el orificio de los pozos de
las placas.

2. Estos fueron identificados de acuerdo a su codigo de numeracion.

3. Las placas se refrigeraron durante 48 horas.

4. A las 48 horas se midio el halo de inhibicion con una regla milimétrica.

5. Se colocaron las placas a dializar con solucion salina por 24 horas.

6. Se colocaron a dializar las mismas placas en agua destilada por 24 horas.
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7. Se tifieron los agares de la placa Falcon con la adicion de colorante Azul de
Commassie por 1 hora.

8. Transcurrido el tiempo, se prosiguié a destefiir las muestras con acido acético al 5%
con tres cambios a de este mismo decolorante por 2 dias.

9. Ya destefiidos (véase imagen 12 en anexo) se prosiguid a medir nuevamente los
didametros de los halos con una regla milimétrica y consecutivamente se midieron los

diametros de los halos del estandar y se realizaron los célculos.

Imagen 12. Fotografia de la inmunodifusion radial para la ceruloplasmina de rata con la cual se saco la medicion de
los halos con una regla milimétrica y asi sacar los valores de las cerulop lasminas de los sueros de las ratas.

11. Se utilizo el valor de referencia: 21.2 mg de Cp de rata /dL. Para 55 puL (véase
imagen de inmunodifusién radial para estandar de ceruloplasmina) de muestra

correspondi6 a 1.06 mgde Cp de rata / dL.

14.2 Preparacion de reactivos

Para la reduccién de NBT espectrofotométrica y en placa.

Solucion de Krebs-Henseleit. pH 7.4

NaCl (0.154M) 100 mL
KCI (0.154M) 4 mL
CaCl (0.11M) 3mL
KH,PO, (0.154M) 1mL
MgSO,4 e 7H,0 (0.154M) 1 mL
Glucosa 250 mg/ 130 mL
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Preparar 0.272g de NaHCO3 en 21 mL de agua destilada, de esta solucion agregar 10
mL a la solucion de Krebs-Henseleit, los 11 mL restantes, se burbujean con CO,, por un
minuto y se agrega a la solucion de Krebs-Henseleit.

Solucion amortiguadora de salina fosfato (PBS)

Cloruro de sodio 8.0g
Fosfato de potasio 0.29
Fosfato de sodio (12 moléculas de H,O)  2.9g
Cloruro de potasio 0.29
Agua bidestilada (cbp) 1000 mL
Solucion de nitro azul de tetrazolium (NBT) al 0.1%.
NBT 30 mg
NaCl 0.255¢g
Agua destilada (cbp) 30 mL

Prepara 30 mg de NBT en 30 mL de agua destilada, mezclar bien y posteriormente
pesar 0.255g de NaCl.

Solucién de acido clorhidrico 2.5 N.

Mezclar acido clorhidrico 7.6 Mly adicionarlo 100 mL de agua destilada.

Solucion de cianuro de potasio 0.01 M.

Cianuro de potasio 0.06509g
Agua destilada (cbp) 100 mL
Safranina para tincién de Gram.

Safranina 5.0g
Fenol 25¢
Alcohol de 95% 50 mL
Agua destilada 500 mL

Se disuelve la safranina en fenol con un poco de agua en bafio de agua hirviendo, se
afiade el alcohol y se mezcla, se afiade el resto del agua y se filtra antes de usarse. Se
guarda a temperatura ambiente.

También puede usarse la safranina preparada comercialmente para la tincion de Gram.
Solucion Salina 0.85%.

Cloruro de sodio 0.85 mL

Agua destilada (cbp) 100 mL

Solucién Salina Citratada.

Cloruro de sodio 0.85¢g
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Citrato de sodio 0.49g

Agua destilada (cbp) 100 mL
Solucidn siliconizada 1%.

Sigmacote 1 mL
Agua destilada (cbp) 100 mL

Para formacion de rosetas Fc.

Solucién A de hemolisina

Hemolisina 0.080g
PBS 1mL
Solucién B de Gldbulos rojos de carnero al 2%
Globulos rojos de carnero 0.4 mL
PBS 19.6 mL

Solucion C suspensiénal 1 % de globulos rojos sensibilizados.

De la solucion A tomar 1 mL en 15 mL de PBS y adicionarle 16 mL de la soluciéon B, e
incubar en bafio metabdlico a 20 minutos a 37°C, lavar los eritrocitos con PBS y
centrifugamos la muestra a 3500 rpm por 5 minutos, al precipitado se le coloca 16 mL
de PBS.

Solucion siliconizada 1%.

Sigmacote 1mL

Agua destilada (cbp) 100 mL

Para la determinacion de Ceruloplasmina por inmunodifusion radial.

Agarosa al 1%

Agarosa 1g

PBS 100 mL
Suero anticeruloplasmina

Suero anticeruloplasmina 150uL
PBS 2 mL
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Para determinacién de Nitritos.

Cadmio metéalico
Cadmio metalico 500 mg

Solucién acuosa de sulfato de cobre al 5%

Sulfato de cobre (CuSO,) 500 mg

Agua destilada 100 mL
Solucion acuosa de cloruro de amonio al 5% pH=9

Cloruro de amonio (NH4HCI) 500 mg
Agua destilada 100 mL

Se ajusta el pH con borato de sodio.

Solucién acuosa de sulfato de zinc

Sulfato de zinc (ZNSQO,) 300 g

Agua destilada 1L
Solucion acuosa de &cido acético al 15% (V/V)

Acido acético 15 mL

Agua destilada (cbp) 100 mL

Reactivo de sulfanilamida

Sulfanilamida 500 mg
Acido acético 15% 150 mL

Guardar en un frasco oscuro y protegerlo de la luz.

Reactivo NED. N-(1-naftil)-etilendiaminodiclorhidratado

NED 200 mg
Acido acético 15% 150 mL
Guardar en un frasco oscuro y protegerlo de la luz.

Estandar de Nitritos

Nitrito de sodio (NaNO3) 200 pug/ mL
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Plateamiento del cadmio:
a. En tubos de 13X100 se coloco 0.5g de cadmio metalico y se agregaran
2mL de sulfato de cobre al 5%, se agito en un Rocker por 10 minutos.
b. Posteriormente se lavé 3 veces con agua destilada para eliminar el cobre
y se le dio un Gltimo lavado con &cido clorhidrico 0.1N para remover el
hidréxido de cadmio, aproximadamente a 2 voliumenes con el tubo lleno.
c. Después se lavo el cadmio con cloruro de amonio al 5% pH=9, y se

guardo con esta solucién hasta su utilizacion.

Para la determinacion de Peroxidacion lipidica (MAD) por el método de TBA
(Acido tiobarbiturico).

Estandar: 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMP)
Solucion madre: 1mM /L de TMP (17 uL de TMP en 100 mL de agua bidestilada).
Solucién de trabajo: 0.2mM / L (1 mL de TMP 1mM / L y afiadir 4 mL de agua

bidestilada)

Acido ortofosforico 0.2M.

H3PO4 1.07 mL

Agua destilada 100 mL

Solucion de TBA (acido tiobarbiturico) al 0.11M / L
TBA 800 mg

NaOH (0.1M) 50 mL

Solucion de NaOH (0.1M).

NaOH 200 mg

Agua destilada 50 mL

Solucién de n-butanol. 50 mL

Solucion de Butiril-hidroxitolueno (BHT) al 12.6mM.
BHT 277 mg

Etanol 100 mL

Solucion de Butiril-hidroxitolueno (BHT) al 2mM.
BHT 44 mg

Etanol 100 mL

Solucidn saturada de NaCl 100 mL

Agua destilada 1L

75



TABLAS Y GRAFICAS DE CURVAS ESTANDAR

DETERMINACION DE NITRITOS

Tubo Concentracién Estandar Agua destilada | Absorbancias
de Nitritos (ug) (ul) (uL)

1 0 0 900 0

2 20 100 800 0.078
3 40 200 700 0.204
4 60 300 600 0.322
5 80 400 500 0.398
6 100 500 400 0.559

Se adicionaron 50 pL de sulfanilamida. Incubar 10 min. (Temperatura ambiente)

Se adicionaron 50 pL del reactivo de NED, se mezclaron e incubaron 30 min.
(Temperatura ambiente)

Se Leyerona 540 nm.

Tabla 3. Curva patrdn. Concentracion del estandar 200 pg/mL de Nitrito de sodio y procesamiento de la muestra.

Absorbancia

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Curva Nitritos

20 40

60 80
CONCENTRACION

100

Grafica 3. Curva estandar de nitritos.
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DETERMINACION DE PEROXIDACION LIPIDICA (MDA). METODO DE
TBA (ACIDO TIOBARBITURICO)

Tubos | MDA TMP HsPO,4 | TBA | Agua | Absorbancia
(umol/L) | (uh (wh (b | @b

B 0 0 600 200 200 0

1 0.2 S) 600 200 195 0.281
2 0.4 10 600 200 190 0.457
3 0.8 20 600 200 180 0.827
4 1.2 30 600 200 170 0.928
5 2.0 50 600 200 150 1.285
6 2.8 70 600 200 130 1.489
7 4.0 100 600 200 100 1.523

Tabla 4. Curva patron. Concentracion del estandar de MDA para peroxidacion lipidica.

Curva estandar de peroxidacién Lipidica

1.6
1.4 —
1.2 P

1
Z

0.6

0 0.2 0.8 2 2.8

Concentracion

Absorbancia

Grafica 4. Grafica de las concentraciones estandar de MDA para peroxidacion lipidica.
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