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“Vivir no es sélo existir,
sino existir y crear,
saber gozar y sufrir

y no dormir sin sofar.

Descansar, es empezar a morir”.

(Gregorio Marafion)

“A veces podemos pasarnos afios
sin vivir en absoluto,

y de pronto toda nuestra vida

se concentra en un solo instante”.

(Oscar Wilde)

“Aprendi que no se puede dar

marcha atras, que la esencia

de la vida es ir hacia adelante.

La vida, en realidad,

es una calle de sentido Unico”.

(Agatha Christie)

“Lo pasado ha huido,
lo que esperas esta ausente,
pero el presente es tuyo”.

(Proverbio arabe)
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RESUMEN

En los Ultimos afios el empleo de inmunomoduladores cada vez es mas
frecuente debido a los efectos benéficos observados al reforzar el sistema
inmunolégico en diferentes enfermedades infecciosas, asi como también en

algunas enfermedades autoinmunes y cancer.

Las glucoproteinas son proteinas que poseen cadenas de oligosacaridos
(glucanos), unidos covalentemente a su estructura polipeptidica. Se pueden
encontrar tanto en la membrana celular, como en el interior de la célula
(inmunoglobulinas, hormonas, etc.). Tienen una gran diversidad de funciones,

entre ellas, la participacion en la respuesta inmune.

Estudios recientes muestran que glucoproteinas de origen natural tienen

efectos positivos en el tratamiento de infecciones y algunas enfermedades.

El objetivo de este estudio fue determinar los efectos citotoxico, citostatico y
genotoxico de dos glucoproteinas de reciente sintesis, derivadas de la pared
celular de Candida utilis (GFPI y GFPIl), con actividad inmunomoduladora, las
cuales, se encuentran actualmente en los estudios preliminares para su

comercializacion.

La genotoxicidad y la citostaticidad se determinaron en linfocitos humanos in
vitro por medio de la técnica de micronucleos (MN). La citotoxicidad se midio por la
técnica de doble tincién con diacetato de fluoresceina/ bromuro de etidio (2,7-

diamino-10-etil-9-fenil-bromuro de fenantridinio).

Los resultados muestran que tanto la GFPI como la GFPIl, a las dosis
estudiadas, no producen efectos citotoxicos, citostaticos ni genotoxicos en
linfocitos humanos in vitro, aun cuando se realizaron experimentos con el
activador metabdlico S9 (fraccion microsomal del higado de rata), para ver los
efectos de los metabolitos.

®
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2. INTRODUCCION

2.1 RESPUESTA INMUNE.

El sistema inmunolégico es el mecanismo de defensa del organismo ante
cualquier agente patégeno. Esta formado por un conjunto de células y moléculas
gue se caracterizan por su capacidad de reconocer especificamente estructuras
moleculares o antigenos y posteriormente desarrollar una respuesta que conduce

a su anulacion funcional o a su destruccion p.

Las células que participan en las respuestas inmunoldgicas se encuentran
organizadas en tejidos y 6rganos; al conjunto de estas estructuras se le denomina
sistema linfoide. Esta formado por células como son: leucocitos, granulocitos
(eosindfilos, basofilos y neutréfilos), monocitos, macréfagos, células dendriticas,
células NK vy linfocitos Ty B 2.

Ante la presencia de antigeno, se generan dos tipos de reacciones
inmunolégicas:
e Respuesta inmunoldgica inespecifica (inmunidad innata).

e Respuesta inmunolégica especifica o adaptativa (humoral 6 celular).

2.1.1 RESPUESTA INMUNE INNATA

La respuesta inmune innata es un sistema de defensa poderoso, pero
inespecifico basado en mecanismos fisicos, bioquimicos y celulares de defensa
como el epitelio, que constituye una barrera fisica que impide la entrada de
microorganismos. El sistema inmune innato ademas produce una gran variedad de
sustancias antimicrobianas, las cuales tienen como funcidon basica eliminar a

través de lisis a los posibles patdgenos.

®
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En la respuesta inmune innata participan células fagociticas como
macrofagos y neutrofilos, citotdxicas como las natural killer (NK) y granulociticas
como eosindfilos y basdfilos.

Este tipo de respuesta se caracteriza por estar presente aln sin un estimulo
y por reaccionar s6lo a microorganismos y no a sustancias no infecciosas
(alérgenos). Ademas, siempre responde de igual forma a repetidas infecciones (no
tiene especificidad). También carece de memoria inmunoldgica, ya que un
encuentro previo con un antigeno (Ag) no garantiza que se genere una respuesta
de manera mas rapida, ni de mayor magnitud en el segundo encuentro con el

MisSMo 3.

2.1.2 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Recibe este nombre debido a que en esta parte de la respuesta inmune se
tiene la capacidad de responder adaptandose al tipo de infeccion y distinguir
diferentes microorganismos y moléculas. Esta capacidad es llamada especificidad
6 inmunidad especifica. Otras caracteristicas sobresalientes son: la memoria
inmunolégica, ya que después de la eliminacion o el contacto con un antigeno, se

almacena un grupo de células adaptadas para dicho estimulo ya conocido.

La parte celular esta formada por linfocitos T y B. En la parte molecular se
destacan anticuerpos (Ac), citocinas y moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) ;.

Los linfocitos T se subdividen en: linfocitos T citotdéxicos (CTL) y linfocitos T
cooperadores (Th). El primer grupo se encarga de eliminar células infectadas 6
posibles células tumorigenas, mientras que los cooperadores coordinan la
respuesta celular a través de la produccion de citocinas, las cuales activan

fagocitos, activan el crecimiento de CTL y ayudan a la formacion de anticuerpos

®
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por los linfocitos B. Los linfocitos B estan encargados de producir anticuerpos para
cada patégeno por lo que son especificos. Con la participacion de células
presentadoras de antigeno, principalmente células dendriticas, ayudadas de

macrofagos.

Cuando un antigeno se une a las escasas células capaces de reconocerlo,
dichas células activan un proceso de proliferacién masiva. El antigeno selecciona
las clonas de células que son capaces de unirse a él y promueve su proliferaciéon
tanto de linfocitos B como de T y posteriormente, se desencadenan diversas

respuestas inmunitarias en funcion del tipo de anticuerpo producido 4.

En la presentacion de Ag participan un grupo de moléculas llamado
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Este complejo consta de
especificidad y se divide en moléculas de clase | y moléculas de clase Il, que son
reconocidas por linfocitos CD8+ y por linfocitos CD4+, respectivamente. EIl MHC
tiene diferentes funciones biolégicas, entre las mas importantes esta la
presentacion de antigeno, su papel en la inmunobiologia del trasplante, la
formacion de células T y la autoinmunidad 5. En la Figura 1 se esquematiza de

manera simplificada el sistema inmune.
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Figura 1. Células que participan en la respuesta del sistemainmune

2.1.3 FARMACOS MODULADORES DE LA RESPUESTA INMUNITARIA.

En las Ultimas décadas se han producido grandes avances en el
conocimiento de la fisiologia del sistema inmunolégico y de sus implicaciones
defensivas y patogénicas en procesos inflamatorios y tumorales. Los farmacos con
capacidad de interaccionar con el sistema inmunolégico se denominan

moduladores de la respuesta inmune o inmunomoduladores 3.

Los inmunomoduladores son sustancias que se utilizan para aumentar o
disminuir la repuesta del sistema inmune cuando éste se encuentra comprometido

por condiciones de estrés o enfermedad pueden ser inmunoestimuladores o

®
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inmunosupresores. Los primeros se utilizan para favorecer la respuesta en
enfermedades infecciosas, tumores, inmunodeficiencias primarias y secundarias.
Los farmacos inmunosupresores estan indicados para mitigar la respuesta
inmunitaria en caso de rechazo de o&rganos trasplantados, enfermedades
autoinmunitarias (pénfigo, lupus eritematoso, escleroderma, etc.), dermatitis

atopica, alergias y otras enfermedades inmunomediadas g

Se considera que las bacterias, hongos y sus derivados son
inmunoestimuladores naturales y se les atribuye la capacidad de inducir la
actividad del sistema inmune. Se utilizan a menudo como coadyuvantes en las
vacunas ;. En la Tabla 1, se presenta un listado de farmacos
inmunoestimuladores, mientras que en la Tabla 2, se enlistan farmacos

inmunosupresores.

Tabla 1. Farmacos Inmunoestimuladores [7].

Familia Farmaco Efecto Farmacolégico
Productos Bacilo de Calmette-Guérin (BGC) APC (Macréfagos), células NK vy linfocitos B
bacterianos y Muranildipéptido (MDP) Activa macréfagos (APC y fagocitosis)
fangicos L-MTP-PE Activa macréfagos (APC y fagocitosis)
Lipopolisacéaridos (LSP) Activa macrofagos y linfocitos B
Especies de Propionibacterium APC, fagocitosis, activa linfocitos Tc y B
Glucanos Fagocitosis
Factores Timicos Timosinas Maduracion de timocitos a linfocitos T
Farmacos Sintéticos Levamisol Maduracion y actividad de T, fagocitosis y
quimiotaxis
Isoprinosina Proliferacion de linfocitos t; actividad de Th,
Tc, NK, fagocitosis y quimiotaxis
Anticuerpos Anticuerpos especificos Desencadenan la fase efectora de la
policlonales inmunidad especifica contra varios antigenos
Citocinas IL-2 Activa linfocitos Th (proliferacion), Tc (lisis) y
recombinantes B
IL-1 Activa linfocitos Th
IL-12 Proliferacion de monocitos
Interferén gamma (IFN-y) Activa macréfagos, linfocitos y células NK,
aumenta la expresion de MHC I
Anticuerpos Anticuerpos especificos Desencadenan la fase efectora de la
monoclonales inmunidad especifica contra un antigeno
Vacunas Antigenos Desencadenan la inmunidad especifica
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Tabla 2. Farmacos Inmunosupresores [7].

Familia
Farmacos que se
fijan a las
inmunofilinas

Farmaco
Ciclosporina A (CsA)

Tacrolimus
Sirolimos

Efecto Farmacolégico
Inhibe la transcripcion génica de citocinas en
linfocitos T
Inhibe citocinas de linfocitos T
Inhibe citocinas de linfocitos T

Glucocorticoides

Predrisona, dexametasona

Inhiben la transcripcién de citocinas en
linfocitos T y macréfagos

Citostaticos

Azatioprina
Ciclofosfamida
Micofenolato de mofetilo
Leflunomida

Inhibe la proliferacion celular
Inhibe la proliferacion celular
Inhibe la proliferacion de linfocitos Ty B
Inhibe la proliferacion celular

Anticuerpos
antilinfocitos

Anticuerpos policlonales
Antitimociticos

Desencadenan la fase efectora de la
inmunidad especifica contra linfocitos

Anticuerpos

Muromonab (OKT3) Anticitocinas y

Destruye células CD3+ (linfocitos T)

monoclonales antirreceptores Neutralizan o destruyen moléculas del
sistema inmunolégico
Hiposensibilizacion Alérgenos Intervienen la respuesta de tipo IgE a IgC.

Disminuyen la reactividad al alérgeno

2.2 TOXICOLOGIA

Es la ciencia que se encarga del estudio de los efectos adversos producidos

por agentes fisicos, quimicos o biologicos sobre organismos vivos, dafiando sus

tejidos, 6rganos y procesos. Las

investigaciones en esta area analizan

mecanismos de accion a nivel molecular y bioquimico g

2.2.1 GENOTOXICIDAD

Estudia los efectos que ejercen los agentes quimicos y fisicos en la

integridad, expresion y regulacién del material genético de los organismos. En la

evaluacion de

las sustancias se busca reconocer aquellas con actividad

genotodxica, con el fin de identificar el riesgo de exposicidbn a éstas, asi como

caracterizar la relacion dosis-respuesta y los mecanismos implicados en el
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efectopsg;. Asimismo, el dafio al DNA puede ocasionarse a través de un proceso

biologico alterado p1q;.

Si estos dafios no son reparados, la replicacion del DNA puede dar por
resultado una lesion permanente en el DNA y en presencia de un promotor de
tumor, originar células preneoplasicas, neoplasicas y finalmente metéstasis. La
célula posee diferentes mecanismos de respuesta a fin de mantener la fidelidad e

integridad de la informacion genética [14).

2.2.2 BIOMARCADORES

Son indicadores de la variacibn de componentes 0 procesos bioguimicos o

celulares que pueden ser medidos en muestras biolégicas 12, 13-

Los biomarcadores pueden ser de:
1. Exposicion: Miden la concentracion del xenobidtico o de sus metabolitos en
los fluidos biolégicos.
2. Efecto: Determinan los cambios fisiolégicos, bioquimicos, genéticos o
moleculares que ocurren en las células o en los tejidos.
3. Susceptibilidad: implica una interaccién especial del xenobidtico con las
caracteristicas geneticas del individuo p14).

Dentro de los marcadores de efecto, existen mdultiples pruebas para
detectar la induccion de dafio genético en humanos, entre las cuales se
encuentran: las aberraciones cromosdémicas (AC), el intercambio de cromatidas
hermanas (ICH), la electroforesis unicelular o ensayo cometa, el ensayo de

micronudcleos (MN), entre otras [i5).
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2.2.3 ENSAYO DE MICRONUCLEOS POR BLOQUEO DE LA CITOCINESIS.

Las anormalidades de los cromosomas son una consecuencia directa y
manifestacién de dafio al DNA. Estas pueden observarse a través del ensayo de
micronucleos (MN).

El ensayo de micronucleos es una de las técnicas mas empleadas para el
monitoreo del dafio cromosémico inducido por agentes clastogénicos 6
aneugeénicos sobre cultivo de linfocitos humanos. EIl registro de microndcleos
también puede realizarse en células como fibroblastos y células exfoliadas de

epitelio bucal y de orina [1¢).

Los micronucleos son corpusculos intracitoplasmaticos de cromatina
separados del nucleo principal que se forman durante la transiciébn de metafase a
anafase. 171 Se originan en el citoplasma a partir de rompimientos de cromosomas
gue pueden ocurrir en G1 6 G2, o bien por cromosomas que sufren rezago

anafasico (dafio del huso acromatico) o inactivacion del centromero.

En el ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis, las células son
tratadas con Citocalasina-B, metabolito aislado del hongo Helminthosporum
dematoideum que inhibe la polimerizacion de actina, impidiendo la citocinesis
durante la mitosis de manera que permite el analisis de células binucleadas que
han sufrido una sola division 1519. La citocalasina B se utiliza con la finalidad de
acumular practicamente todas las divisiones celulares de la poblacion de células
en division. Permite distinguir facilmente entre células mononucleadas las cuales
no se han dividido y las células binucleadas o polinucleadas, las cuales han
completado una o mas divisiones celulares . En la Figura 2 se representa la

formacién de micronucleos.
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Los factores que pueden alterar la frecuencia de micronucleos son edad,
sexo, en las mujeres la entrada a la menopausia y el posible desarrollo de

osteoporosis, tabaco, deficiencia de acido folico y de vitamina B12 (21,2,

Mitosis .
. Anafase mitotica

Con citocalasina-B Sin citocalasina-B

Figura 2. Formacion de Micronlcleos: a) En una célula binucleada con Citocalasina-B y b) Células
mononucleadas [10].

Comparado con otros ensayos citogenéticos, esta técnica tiene varias
ventajas en la cuantificacion de micronudcleos por su velocidad, precision y es facil
de analizar, ademas de no requerir de la metafase de las células. Con esta técnica
también se realiza el conteo de puentes nucleoplasmicos, gemaciones, células

apoptoticas, necroticas y del indice de proliferacion nuclear p1g;.
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2.2.4 CRITERIOS PARA EVALUAR CELULAS POR EL ENSAYO DE
MICRONUCLEOS.

Las células con bloqueo de citocinesis que se utilizan para evaluar la

frecuencia de micronucleos deben tener las siguientes caracteristicas:

Deben ser células binucleadas.

Los limites de la membrana de la célula binucleada deben de estar intactos
y distinguibles.

Los dos nudcleos en una célula binucleada, deben tener su membrana
nuclear intacta y encontrarse dentro del citoplasma.

Los dos nucleos en una célula binucleada deben ser del mismo tamafio
aproximadamente, y con la misma tincion. Los dos nucleos de una célula
binucleada pueden estar cerca pero lo ideal es que no estén encimados.
Una célula con dos traslapes de nucleos puede considerarse solo si los
limites de cada uno de los nucleos son distinguibles 1.

2.2.5 CRITERIOS PARA DETERMINAR MICRONUCLEOS

Los MN son morfolégicamente idénticos pero mas pequefios que los

nucleos principales. Deben tener las siguientes caracteristicas:

El didmetro de un micronucleo en linfocitos humanos por lo general esta
entre 1/16 y 1/3 de lo que mide el didmetro del nucleo principal.

Los MN tienen una forma redonda u ovalada.

Los MN no son refringentes y por lo tanto son facilmente distinguibles de
particulas de colorante.

Los MN no deben estar unidos ni traslapados al nucleo principal,

Si se encuentran muy cercanos al nucleo, el limite de los MN debe de ser
distinguible del limite del nacleo principal.
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e Los MN deben tener la misma intensidad de tincion que la del nucleo,

aunque en ocasiones pueden ser mas intensos 0 mas claros pg.

En la Figura 3 se representa una célula binucleada con la presencia de un

micronucleo.

Figura 3. Célula binucleada con micronucleo

2.3 GLUCOPROTEINAS.

Las glucoproteinas son proteinas que poseen cadenas de oligosacaridos,
unidos de manera covalente a su estructura polipeptidica. Muchas de estas
moléculas son excretadas por las células eucaridticas (inmunoglobulinas, asi
como ciertas hormonas y proteinas de la leche), mientras que otras se encuentran
en la superficie externa de la membrana plasmatica, en la matriz extracelular y en
la sangre. Con excepcion de la albumina, casi todas las proteinas plasmaticas
humanas son glucoproteinas. Muchas proteinas de la membrana celular contienen

cantidades considerables de carbohidratos.
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La glucomica se encarga de la determinacion del complemento de las
moléculas que contienen azucares en una célula o tejido y en la determinacién de
la funcion de cada una de estas moléculas 3. Las glucoproteinas estan presentes
en la mayoria de los organismos, desde las bacterias hasta los humanos. Tienen

una gran diversidad de funciones (Tabla 3).

Tabla 3. Funciones que desempefian las glucoproteinas [24].

Funcién Glucoproteinas

Estructura molecular Colagenas
Agente lubricante y protector Mucinas
Molécula de transporte Transferrina, ceruloplasmina
Moléculainmunolégica Inmunoglobulinas, antigenos de histocompatibilidad
Hormonas Gonadotropina coriénica, hormona estimulante de la tiroides (TSH)
Enzima Varias, por ejemplo, fosfatasa alcalina
Sitios de reconocimiento de Varias proteinas que participan en interacciones célula-célula
union celular (espermatozoide-ovocito), virus-célula y hormona célula
Anticongelante Algunas proteinas plasméticas de los peces de agua fria
Interactian con carbohidratos Lectinas, selectinas (lectinas de adhesidn celular), anticuerpos
especificos

2.3.1 LAS CADENAS DE OLIGOSACARIDOS

En la naturaleza se encuentran alrededor de 200 monosacaridos sin
embargo, solo ocho (galactosa, glucosa, manosa, acido N-acetilneuraminico,
fucosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina y xilosa), se identifican con

&
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mayor frecuencia en las cadenas de oligosacaridos de glucoproteinas. En el

organismo las glucoproteinas se forman mediante la donacion progresiva de

azucares provenientes de nucledtidos, como UDP-GalNAc, UDP-Gal y CMP-

NeuAc 23],

Estudios sefialan que las cadenas de oligosacaridos codifican informacion

biol6égica importante, y que tal codificacion depende de los azucares que los

forman, de su secuencia y de sus conformaciones [24.

Algunas funciones de las cadenas de oligosacaridos de las glucoproteinas son:

Modulan propiedades fisicoquimicas, por ejemplo, solubilidad, viscosidad,
carga eléctrica, conformacion, desnaturalizacién y sitios de union para las
bacterias y virus.

Protegen contra protedlisis, desde el interior y exterior de la célula.

Afectan el proceso proteolitico de proteinas precursoras de productos mas

pequefios.

Participan en la actividad biol6gica, por ejemplo, de la gonadotropina

coriénica humana (hCG).

Participan en el reconocimiento de moléculas en la membrana celular, en la
migracion intracelular de proteinas, asi como en su clasificacién y

secrecion.
Afectan el desarrollo y la diferenciacion embrionaria.

Pueden afectar los sitios de metastasis seleccionados por las células

cancerigenas 4.
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2.3.2 CLASES DE GLUCOPROTEINAS

Las glucoproteinas se dividen en tres clases principales de acuerdo a la
naturaleza de la unién entre sus cadenas polipeptidicas y sus cadenas de
oligosacaridos:

1. Aquellas que poseen enlaces O-glucosidicos, involucrados en la cadena
lateral hidroxilo de serina o treonina y un azicar como la N-
acetilgalactosamina.

2. Las que poseen enlaces N-glucosidicos e involucran el nitrégeno amida de
la asparagina y N-acetilglucosamina.

3. Aquellas unidas al aminoé&cido carboxilo terminal de una proteina, a través
de la porcién fosforiletanolamina unida a un oligosacarido (glucano) el cual,

a su vez, esta unido mediante una glucosamina al fosfatidilinositol (FI) [24).

La sintesis de O-glucoproteinas y N-glucoproteinas se lleva a cabo de
diferente manera. En el caso de las N-glucoproteinas, la adicion del oligosacéarido
a las proteinas se efectia en el reticulo endoplasmico rugoso durante o después
de su traduccion. Vesiculas compuestas de éstas glucoproteinas se desprenden
del reticulo endoplasmico y se transportan hacia la cisterna cis del Aparato de
Golgi. ElI procesamiento de las glucoproteinas para adquirir una funcion
determinada, tiene su localizacion en las cisternas de Golgi (cis, medial y trans),
donde las enzimas involucradas en el proceso terminan de sintetizar dichas
glucoproteinas. En el caso de las O-glucoproteinas, las proteinas recién
sintetizadas son glucosiladas para formar O-glucoproteinas directamente en el
complejo de Golgi, donde se afiaden los oligosacaridos unidos por enlace O. En el
complejo de Golgi también se clasifican las proteinas, mediante mecanismos

todavia no aclarados por completo, para ser enviadas a sus destinos finales 3.

®
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2.3.3 GLUCOPROTEINAS GFPI Y GFPII

Las glucoproteinas GFPI y GFPII, de reciente sintesis, son derivadas de la

pared celular de Candida utilis.

Estudios realizados con GFPI y GFPIlI han mostrado la capacidad de estas
glucoproteinas para inducir la proliferacion tanto de linfocitos T citotéxicos como
de linfocitos T cooperadores, lo que les confiere una alta posibilidad para ser

utilizados como medicamentos inmunomoduladores [z3).

La GFPI y la GFPII son glucoproteinas de tipo O-glucosidicas unidas a la
cadena polipeptidica a través del aminoacido serina. La GFPI tiene un peso
molecular de 1.776 KDa, mientras que el de la GFPIl es de 2.54 KDa. La

estructura de la proteina es de tipo a hélice (Figuras 4 y 5) p29;.

El desarrollo de estas dos glucoproteinas se basa en el estudio de Alonso y
colaboradores (1987) 2, quienes describieron el efecto inmunoldgico de una
glucoproteina actualmente conocida como AM3, formada por la union covalente de
un glucosido extraido de la pared celular de Candida utilis (hongo no patégeno
para el humano), y una proteina extraida de semillas de Ricinus communis 25, con
potente actividad inhibitoria del factor de necrosis tumoral (TNF-a) al ser inducido
por la presencia de lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas en
sistemas in vivo e in vitro 2. LOS principales blancos de esta glucoproteina son las
células accesorias, fagocitos, NK y los linfocitos T [0 Se ha empleado en
pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), produciendo un
incremento significativo en la citotoxicidad de las células NK, asi como un aumento
de monocitos, linfocitos polimorfonucleares (PMN) y un incremento de fagocitos
27 Asimismo, ha sido usado como coadyuvante de la vacuna para la Hepatitis B,
donde se determiné que incrementa el titulo de anticuerpos especificos contra

hepatitis B [2g).
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Fuc GalNAc
N 7
Gal
|
GlcNAC
| Masa = 1776.96 u.m.a = 1.776 kDa
Neu5Ac Gall
Gal GlcNAC
GlcNAC Gal
M PO4

GalNAc

Glu-Asp-Ser-Ala-Arg-Ghy-Pro-Phe-Arg-Ala-Ser-Asp-Arg-Pro-Cys-Met

Figura 4. Secuencia de la GFPI. [29]

Masa = 2542.87 u.ma. = 2.54 kDa GlcNAc

NeuSAc Gal

Gal GlcNAC

GlcNAC Gal

PO4 N
GalNAc

Glu-Asp-Ser-Ala-Arg-Gly-Pro-Phe-Arg-Ala-Ser-Asp-Arg-lle-Val-Tyr-Lys-Arg-Thr-Ser-Ser-Ala-Pro-His-Ala

Figura 5. Secuencia de la GFPII. [29]

17


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

3 JUSTIFICACION

En los Ultimos afios el empleo de inmunomoduladores cada vez es mas
frecuente debido a los efectos benéficos observados al reforzar el sistema
inmunolégico. Las glucoproteinas GFPI y GFPIl de reciente sintesis, se
encuentran en fase de investigacién preclinica para su comercializacion como
medicamentos inmunomoduladores. Sin embargo, antes de comercializar un
farmaco o sustancia es importante que éste pase por diversas pruebas para evitar
gue cause efectos adversos en las personas que lo consumiran. Muchas de estas
sustancias resultan genotoxicas, es por eso que es necesario someter las GFPI y
GFPIl a pruebas de genotoxicidad para corroborar el uso seguro en la salud de los

futuros consumidores de estas sustancias.

®

18


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

4 HIPOTESIS

Las glucoproteinas GFPI y GFPIl, son compuestos ajenos al organismo
(xenobioticos), por lo que podrian producir efectos citotoxicos, citostaticos y

genotoéxicos.

5 OBJETIVO GENERAL

e Determinar en linfocitos humanos in vitro el efecto citotdxico, citostatico y
genotoxico de dos glucoproteinas derivadas de la pared celular de Candida
utilis, a las que se han denominado GFPI y GFPII.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar por medio de la técnica de doble tincion FDA/EtBr el efecto
citotoxico de GFPI y GFPII en linfocitos humanos in vitro.

e Determinar los efectos citostatico y genotéxico de GFPI y GFPIl por medio
de la técnica de micronucleos con bloqueo de la citocinesis en linfocitos

humanos in vitro.

e Exponer linfocitos humanos in vitro a GFPI y GFPII mediante activacion
metabdlica con S9 para determinar los efectos citotoxico, citostético y
genotoéxico de los posibles metabolitos.

®
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6 PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS

6.1 SUJETOS DE ESTUDIO.

El estudio se llevd a cabo en linfocitos provenientes de muestras de sangre
heparinizada obtenida por venopuncién de tres donadores masculinos sanos, con

un rango de edad entre 20 y 27 afios.

6.2. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS.

La separacion de los linfocitos de la sangre completa se llevo a cabo en
esterilidad utilizando tubos cénicos de 15 ml conteniendo 6 ml de Histopaque 1077
(Sigma), e igual volumen de sangre completa, el cual se deposita por
estratificacion. Se centrifuga durante 20 min a 1600 rpm. De esta manera se
obtiene por gradiente, un anillo de células blancas, el cual se recupera
cuidadosamente. Se lava con 10 ml de medio RPMI-1640 por centrifugacion a
3000 rpm durante 20 min. Se retira el sobrenadante y el boton de células se

resuspende en 1 ml de medio RPMI-1640 para contar el nUmero de células.

6.3 CONTEO DE LINFOCITOS

En un tubo eppendorf se colocan 900 ul de medio RPMI-1640, 80 pl de azul
tripano (Sigma) y 20 pl de las células resuspendidas. Para el recuento de
linfocitos, se utilizan los cuatro cuadrantes externos de un hemocitometro. El
namero de células se determina con la formula:

N° cel/ml = N° células contadas/4 X 50 X 10000.
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6.4 CULTIVOS CELULARES.

En 3ml de medio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO) suplementado con 1%
de L-Glutamina (Sigma), 1% de aminoacidos no esenciales (Sigma) y 10% de
suero fetal bovino (SFB, PAA) se sembraron 1.5 x 10° linfocitos. La proliferacion
de los linfocitos se estimuld mediante la adicion de 90 ul de Fitohemaglutinina
(PHA, Sigma). Las células se incubaron a 37°C. El tratamiento se aplicé durante
las dltimas 48 h, la citocalasina B durante las ultimas 24h y la cosecha celular se
realizé a las 72 h de cultivo.

6.5 TRATAMIENTO.

Se realizaron por triplicado curvas dosis-respuesta al tratamiento con GFPI
y GPIl. Las dosis utilizadas para ambas glucoproteinas fueron: 0, 5, 10, 20 y 50
MM. En los ensayos se utilizé un control negativo y como control positivo se utilizé
arsenito de sodio 1 pM, concentracion a la cual no es citotoxico, aunque presenta
ligero efecto genotdéxico y 5 pM concentracion a la cual se observa tanto
citotoxicidad, citostaticidad, como genotoxicidad.

Las dosis de las GFP’s se calcularon con base en la dosis diaria
propuesta para ser administrada a los pacientes que es de 0.06g/dia. Un individuo
de 70 Kg tendria una concentracion sanguinea de 0.015 mg/ml, lo que equivale a
una concentracion aproximada de 5 uM para llevar a cabo los estudios in vitro.

6.5.1 CITOTOXICIDAD.

La toxicidad celular se midi6 por la técnica de doble tincién con diacetato de
fluoresceina/bromuro de etidio (FDA/EtBr, Sigma). EI FDA penetra en las células

®

21


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

intactas y se hidroliza en el lisosoma en su fluorocromo, la fluoresceina, el cual se
retiene en la célula dandole un color verde al ser observada al microscopio de
fluorescencia. El bromuro de etidio es un indicador de la pérdida irreversible de la
integridad de la membrana, tifie los &cidos nucleicos de las células con membrana
dafiada, pudiéndose observar de color rojo al microscopio de fluorescencia [zq. Al
término del tiempo de cultivo, previo a la fijacion de las células, se toma una
alicuota de 100 pul para realizar esta determinacion. Se considera citotéxica una
sustancia que baja la viabilidad celular a menos del 70 %.

6.5.2 CITOSTATICIDAD Y GENOTOXICIDAD (ENSAYO DE MICRONUCLEOS
POR BLOQUEO DE LA CITOCINESIS).

Para llevar a cabo el ensayo de MN, los linfocitos se cultivaron como antes
se menciond, de acuerdo al método por bloqueo de la citocinesis y a los criterios
establecidos por Fenech M. vy colaboradores (2003), con algunas
modificacionesyg;. Los tratamientos se aplicaron durante las ultimas 48 h de cultivo
y en las ultimas 24 h de cultivo, se agregd Citocalasina B (Cyt B, Sigma) a una
concentracion final de 6 pg/ml, para bloquear la citocinesis y acumular células que
se han dividido una sola vez. Las células fueron cosechadas, fijadas y lavadas 4
veces con una solucién fria de fijador de Carnoy (metanol-acido acético 3:1). Se
prepararon laminillas por duplicado y se tifieron con tincion Hemacolor (Merck,
Alemania) para su evaluacion al microscopio (Olympus BH-2). Todas las laminillas

fueron codificadas para su recuento.

La cinética de proliferacion de los linfocitos fue analizada en 200 células,
determinando la frecuencia de células mononucleadas (Mo), binucleadas (BN) y
polinucleadas (P), las cuales corresponden a 0, 1, y 2 o mas divisiones,
respectivamente (Figura 6). La actividad citostatica del las GFP’s, se calculd
mediante el indice Nuclear (IN), utilizando la siguiente ecuacion:

IN=[Mo + 2BN + 3P]/200.
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Para determinar el efecto genotoxico de la GFPI y GPFIl, se determiné la

frecuencia de MN en 1000 linfocitos BN por tratamiento.

Figura 6. Células: a) mononucleada, b) binucleaday c) polinucleada utilizadas en la
determinacién de la cinética de proliferacion de linfocitos.

6.6 EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO CITOTOXICO, CITOSTATICO Y
GENOTOXICO DE LOS POSIBLES METABOLITOS DE GFPI Y GFPIl
MEDIANTE EL USO DE S9.

Con el fin de determinar si los posibles metabolitos de GFPI y GFP Il son
capaces de producir algun efecto citotoxico, citostatico y genotdxico, se procedid a

realizar un ensayo de activacion metabdlica in vitro, utilizando S9 al 10% (fraccion
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microsomal de las enzimas del higado de rata (Anexo 1). El ensayo se llevd a
cabo en linfocitos de un donador sano. Se repitieron por triplicado los
experimentos de citotoxicidad, citostaticidad y genotoxicidad antes descritos. Para
llevar a cabo la activacion metabdlica, a las 48 h de cultivo se adiciona el S9 junto
con los tratamientos de las GFP’s correspondientes (0, 5, 10, 20 y 50 uM). Se
utilizaron tres controles positivos que incluyen las tres condiciones que se pueden
presentar con el uso de la ciclofosfamida (CP): (c/CP, s/S9); (c/CP, c/S9); (s/CP,
c/S9). La CP se utilizé 0.25 mM, concentracién a la cual no presenta citotoxicidad
pero si se observa genotoxicidad 315. Se incuba durante 3 h a 37°C, después de
las cuales, las células se lavan con medio RPMI-1640 y se vuelven a sembrar en
el medio suplementado y con Cyt B (6ug/ml). Se incuban por 24 h mas. Se
cosechan y se continla con el procedimiento establecido. En la figura 7 se
representa el diagrama de flujo con el que se llevé a cabo este trabajo.
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Fig. 7 Diagrama de trabajo
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7 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El andlisis estadistico se
llevé a cabo utilizando el programa Graph Pad Prism 5.0. Todos los valores en
este estudio se expresaron como promedios y desviacion estandar. Para
determinar las diferencias entre los tratamientos y sus controles se utilizd la
prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacion multiple.
El nivel de significancia fue P<0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 EFECTOS CITOTOXICOS, CITOSTATICOS Y GENOTOXICOS DE GFPI Y
GFPII.

Se realizaron curvas dosis-respuesta para las glucoproteinas GFPI y GFPII.
Las concentraciones utilizadas para ambas fueron: 5, 10, 20 y 50 uM.  En las
tablas 4 y 5 se muestran los resultados de citotoxicidad, citostaticidad y
genotoxicidad de los tres donadores realizados por triplicado, asi como el
promedio general, para las glucoproteinas GFPI y GFPII.

Tabla 4. Efectos citotoxico, citostatico y genotéxico de la GFPI determinados in vitro en tres individuos
sanos por triplicado.

Citotoxicidad Citostaticidad Genotoxicidad
(% Viabilidad) (Indice Nuclear) (MN/1000 células BN)
Dosis . . .
UM D1 D2 D3 Promedio D1 D2 D3 Promedio D1 D2 D3 Promedio
o 98.01  93.65 87.1 92.56 1.75 1.75 1.75 1.75 3 1 2.33 2.67
5 97.4 9322  91.03 94.21 1.74 1.77 1.76 1.75 233 2.33 3 2.67
10 97.1 9496  82.74 89.92 1.82 1.85 1.77 1.79 233 2.33 2.67 25
20 97.33 9471 8848 92.91 1.71 1.66 1.79 1.75 233 1 3 2.67
50 98.11 9321  90.75 94.43 1.86 1.78 1.72 1.79 25 2 3.33 2.92
As1 90.09  96.04 93 91.55 1.64 18 1.721 1.68 4 5 4 4
As5 87.93 81.2 7232 80.12%** 1.61 1.42 1.33 1.47%** 233 22,5 32 27.5%%*

*** p<0.0001
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Tabla 5. Efectos citotoxico, citostatico y genotoxico de la GFPII determinados in vitro en tres
individuos sanos por triplicado.

Citotoxicidad pitostaticidad Genotoxicidad
(% Viabilidad) (Indice Nuclear) (MN/1000 células BN)
D:,\S;:S D1 D2 D3 Promedioc D1 D2 D3 Promedio D1 D2 D3 Promedio
c 9728 9418  93.79 93.98 1.75 1.75 1.75 1.75 2.67 1.33 4 3.33
5 971 9269 9277 94.94 1.83 1.74 1.72 1.78 2 1 2.33 2.17
10 971 9506  90.71 93.9 1.81 1.61 1.75 1.78 2.67 2 3 2.83
20 9862 9421  97.35 97.99 1.81 1.76 1.75 1.78 333 2.67 2.33 2.83
50 99.03  89.38  95.64 97.33 1.80 1.66 1.74 1.77 2 2.33 4 3
Asl 93.46 94 935 93.46 1.80 1.70 1.65 1.73 3 4 4 35
As5 87.9 7443 7573  81.82*** 143 1.31 1.24 1.34%x% 21 225 2733 24.17%**
*** p<0.0001

La GFPI y GFPIlI no mostraron efectos citotoxicos en las dosis estudiadas
ya que en todas se observan valores superiores al 90% de viabilidad. El arsénico 5
MM, utilizado como control positivo, produjo una disminucion de la viabilidad celular
en funcion de la susceptibilidad individual. Sin embargo, la concentracion de
arsénico 1 uM, como se esperaba, no modificé la viabilidad celular (Gréfica 1).
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Grafica 1. Estudio in vitro realizado en 3 individuos por triplicado para determinar el efecto citotoxico de
GFPI Y II. Los resultados corresponden a los promedios y su desviacién estandar. Para el analisis
estadistico se utiliz6 la prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacién multiple. El
nivel de significancia fue p<0.05.

Los valores correspondientes al indice de proliferacion nuclear para las
diferentes concentraciones de GFPIl y GFPIl no se vieron alterados. El control
positivo de arsénico 5 uM presenta una disminucion significativa en la proliferacion
celular mientras que el arsénico 1 pM no modifica la proliferacion celular
(Grafica 2).

&

29


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

CITOSTATICIDAD
3.0-
B3 GFPI
3
2. B3 GFPII
E 2.0-
o iiiii

P<0.0001 DOSIS (uM)

Grafica 2. Estudio in vitro realizado en 3 individuos por triplicado para determinar el efecto citostéatico de
GFPI Y GFPII. Los resultados corresponden a los promedios y su desviaciéon estandar. Para el anélisis
estadistico se utilizd la prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacion maltiple. El
nivel de significancia fue p<0.05.

Los resultados de genotoxicidad, no muestran diferencias significativas en
ninguna de las dosis con respecto al control. El control positivo de arsénico 5 uM,
como se esperaba, muestra un incremento muy significativo con respecto al

control (Gréfica 3).
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Grafica 3. Estudio in vitro realizado en 3 individuos por triplicado para determinar el efecto genotdxico de
GFPI Y GFPII. Los resultados corresponden a los promedios y su desviacion estandar. Para el analisis
estadistico se utilizd la prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacién maltiple. El
nivel de significancia fue p<0.05.

8.2 EFECTOS CITOTOXICOS, CITOSTATICOS Y GENOTOXICOS DE LOS
POSIBLES METABOLITOS DE GFPI Y GFPII.

Los resultados de los efectos citotdxicos, citostaticos y genotoxicos
producidos por la activacion metabdlica con S9 de GFPI y GFPII se muestran en
la Tabla 6. Se utilizé como control positivo a la ciclofosfamida (CP), a una dosis no
citotoxica (0.25mM). Se sabe que los metabolitos de la CP son mas genotoxicos
gue el compuesto parental. Se utilizaron tres diferentes controles positivos, con el
fin de demostrar que son los metabolitos, los que incrementan la frecuencia de
MN. El control con CP pero sin S9 (C ¢/CP), nos permite ver el efecto de la CP a la
concentracion antes mencionada. El control sin CP pero con S9 (C c/S9),
representa el efecto que por si solo pudiera generar la activacion metabdlica. El
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control con CP y con S9 (C c/CP, c/S9), es el que confirma que la activacién

metabdlica incrementa la genotoxicidad del compuesto (a1,

Las GFPI y GFPIl, no mostraron diferencias significativas con respecto al

control negativo.

Tabla 6. Efectos citotoxico, citostatico y genotdxico de las GFPI y GFPIl con actividad
metabdlica determinados in vitro en un individuo sano por triplicado.

Citotoxicidad Citostaticidad Genotoxicidad
(% Viabilidad) (Indice Nuclear) (MN/1000 células BN)
DOSIS GFPI GFPII GFPI GFPII GFPI GFPII
C() 95.10 92.76 1.75 1.75 1.33 2
C (c/CP) 89.09 96.18 1.78 1.62 3 3.33
C (c/CP, c/9 10%) 91.11 86.5 1.69 1.75 8.67*** 9.33***
C (c/59 10%) 93.49 94.65 1.8 1.83 4 3
5UM ¢/5910% 91.13 90.25 1.76 1.82 2.67 2.67
10uM ¢/5910% 95.18 922 1.94 1.71 3.67 3.33
20pM ¢/5910% 93.32 96.48 1.75 1.74 2.67 3.33
50uM ¢/5910% 96.16 93.01 1.75 1.78 3.33 3.33

***p<0.0001

En la grafica 4, se presentan los efectos citotoxicos in vitro ocasionados por
la activacion metabdlica con S9 de las sustancias estudiadas. En ninguna de las
dosis utilizadas de GFPI y GFPIl se observé cambio significativo en la viabilidad

celular con respecto al control.

32


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

CITOTOXICIDAD EB GFPI

00- €3 GFPIl
a 80+
3
= 60+
2
S o
S

20

0- s W S

CTL C(c/CP)  C(c/CP c/89) 10uMc/s9  20uMc/s9  50uM c/s9

DOSIS

Grafica 4. Efecto citotdxico de GFPI y Il con activacion metabdlica (S9), en un individuo por triplicado. Los
resultados corresponden a los promedios y su desviacion estandar. Para el analisis estadistico se utiliz6 la
prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacion maltiple. El nivel de significancia
fue p<0.05.

En la grafica 5 se puede observar que no hubo cambios en la proliferacion
celular debidos a la activaciéon metabdlica en las GFP’s. Asimismo, ninguno de los
controles modificé la proliferacion celular, como era de esperarse al utilizar CP
0.25 mM.
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Grafica 5. Efecto citostatico de GFPI y Il con activacién metabdlica (S9), en un individuo por triplicado. Los
resultados corresponden a los promedios y su desviacion estandar. Para el analisis estadistico se utiliz6 la
prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacién maltiple. El nivel de significancia
fue p<0.05.

Los resultados de los efectos genotoxicos de los posibles metabolitos de
GFPI y GFPIlI se presentan en la grafica 6. La activacion metabdlica de las
glucoproteinas no modific6 la frecuencia de MN en ninguna de las
concentraciones evaluadas en este estudio. Mientras que el control con CP
activada metabdlicamente con S9 incrementd muy significativamente la frecuencia

de MN (p<0.0001) con respecto al control negativo.
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Grafica 6. Efecto genotoxico de GFPI y 1l con activacion metabdlica (S9), en un individuo por triplicado. El
control positivo con CP y S9 muestra un incremento muy significativo en la frecuencia de MN. Los
resultados corresponden a los promedios y su desviacion estandar. Para el andlisis estadistico se utiliz6 la
prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey para comparacion maltiple. El nivel de significancia
fue p<0.05.
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9 DISCUSION

En este trabajo se utilizaron las glucoproteinas GFPI y GFPII sintetizadas a
partir de la pared celular de Candida utilis. Estas glucoproteinas poseen
propiedades inmunomoduladoras y se pretenden utilizar como medicamentos
inmunoestimuladores. Estudios realizados con ambas glucoproteinas demuestran
gue actlan en el sistema inmune produciendo: inhibicion del Factor de Necrosis
Tumoral Alfa (TNFa) [32. Asimismo, producen incremento en la expresion del
marcador de proliferacion celular CD69 en: linfocitos NK (CD3-CD56+), en
linfocitos T cooperadores (CD3+CD4+) y en linfocitos T citotéxicos (CD3+CD8+)
las cuales son pruebas indicativas de sus posibles efectos inmunomoduladores 33,

En este estudio, GFPI y GFPII fueron sometidas a pruebas de citotoxicidad,
citostaticidad y genotoxicidad in vitro.

Se determiné que ninguna de las dos glucoproteinas presenté efectos
citotoxicos en las diferentes dosis utilizadas. Asimismo, no modificaron los
valores del indice de proliferacion nuclear en las diferentes concentraciones de

exposicién, indicando que no producen efectos citostaticos.

Con respecto a los resultados de genotoxicidad, no se encontraron
diferencias significativas en ninguna de las dosis comparadas con el control, por lo
gue se considera que a las concentraciones usadas no producen efectos

genotoéxicos.

Los estudios de citotoxicidad y genotoxicidad de sustancias que van a ser
utilizadas como medicamentos se realizan en sistemas in vitro y en animales de

laboratorio para que dicha sustancia pueda pasar a las pruebas clinicas de fase |.

Cuando los resultados de las pruebas de citotoxidad in vitro son positivos, la
accion de rechazo sobre la sustancia en pruebas preclinicas es contundente. Sin
embargo, aun cuando las pruebas de genotoxicidad resulten negativas, no se

puede asegurar que dicha sustancia pueda pasar a la fase clinica en humanos.
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Esto se debe a que muchas sustancias ingeridas por el ser humano son inocuas,
pero al ser metabolizadas en el organismo, en ocasiones se generan metabolitos
activos que pueden ocasionar diversos problemas de salud [z4. Por esta razon, en
este trabajo también se determinaron los efectos citotoxicos, citostaticos y
genotoxicos de GFPI y GFPIl mediante la activacion metabdlica con S9. Los
resultados mostraron que no se afectdé la viabilidad celular, tampoco la
proliferacién celular y no hubo un incremento en la frecuencia de MN en ninguna
de las dosis utilizadas de GFPI y GFPII con respecto a sus controles negativos,
por lo que los metabolitos, si es que estos se producen, parecen ser inOcuos.

Aunqgue no se sabe si GFPI y GFPII son capaces de atravesar la membrana
celular, por los resultados de los andlisis de activacion y proliferacion in vitro
realizados por De la Fuente M. y col. (2008), se podria sugerir que actuan a nivel
de superficie de membrana 33. EI gran namero de glucoproteinas en la célula, y
la similitud en la estructura quimica de dichas moléculas con GFPI y GFPII podrian
hacer que éstas se confundan con las propias y por ello no generar toxicidad, ni

causar algun dafo al material genético de las células.

En la actualidad, millones de personas en el mundo padecen
enfermedades como cancer, diabetes, Herpes zoster o sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), entre otras, las cuales provocan una
alteracién del sistema inmune, dejando a la persona en un estado vulnerable
frente a diversas infecciones [35. La aplicacion que se pretende dar a las
sustancias en estudio es la de mejorar la actividad natural del sistema inmune, ya
gue en enfermedades como las arriba mencionadas, se presentan infecciones
recurrentes a las que el organismo no es capaz de responder, o bien, como
coadyuvante en el tratamiento de padecimientos en los que al reforzar el sistema
inmune, tanto el pronéstico como el tiempo de recuperacion, se mejoren

(tratamientos de quimioterapia, radioterapia, quemaduras, etc).
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Finalmente, cabe sefialar que este estudio aportd evidencias de que GFPI y
GFPIlI no generan efectos genotoxicos en las células. Este hecho es de suma
importancia ya que permite continuar con los estudios preclinicos en animales de

laboratorio.
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10. CONCLUSIONES

Las glucoproteinas GFPI y GFPIl no presentaron efectos -citotdxicos,
citostaticos ni genotoéxicos significativos en linfocitos humanos in vitro con respecto

al control en las dosis utilizadas.

La activacién metabdlica de GFPI y GFPII en linfocitos humanos in vitro no
mostrd diferencias significativas con respecto al control en los parametros

analizados y a las dosis utilizadas.

Se observaron diferencias en la respuesta individual de GFPI y GFPIIl. Sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas con respecto a su control o

entre donadores.

Con los resultados obtenidos en este estudio in vitro, se considera que estas
sustancias son inocuas y por lo tanto, es posible continuar con la fase preclinica

en animales de laboratorio.
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12. ANEXO 1

TRATAMIENTO CON S-9 EN CULTIVOS DE LINFOCITOS

Usar la siguiente mezcla:

Sales MgCI2-KClI * 0.11ml
1M Glucosa-6-Fostato 0.0275ml
0.1M NADP ** 0.22ml
0.2M Buffer de Fosfatos*** 2.75ml
H20 estéril 0.3685ml
S9 0.11ml
1.1 ml

*1.23g de KCI + 0.814g de MgCl; y aforar a 10ml
* NADP 76.6mg en 1ml de H,O estéril

*** (Monobasico + Dibasico) pH 7.4

Agregar 500ul de la mezcla a cada cultivo de 5ml a las 27 o 30 horas de

iniciada la incubacion.

El tratamiento dura 3 horas; posteriormente se retira la mezcla,
centrifugando y eliminando el sobrenadante. Finalmente se reconstituye el mismo
vol. (5ml) con RPMI, 100ul de PHA 'y 500ul de SFB y se vuelven a incubar los

cultivos.
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13. GLOSARIO

Anticuerpo: Proteinas sintetizadas por la linea de células B denominadas
inmunoglobulinas; tienen la propiedad de fijarse especificamente y con gran
afinidad a un antigeno.

Antigeno: Agente que desencadena la respuesta inmunitaria; se refiere a la
propiedad de una molécula de ser reconocida por una inmunoglobulina o receptor
de célula T y actuar como blanco de una respuesta.

Células NK: Subgrupo de linfocitos que nacen de una célula precursora en la
médula ésea, pueden identificarse por la presencia de ciertos antigenos
caracteristicos de diferenciacion. No poseen especificidad por el antigeno y no
adquieren memoria inmunoldgica.

Citostaticidad: Capacidad de producir una alteracion en la cinética celular.
Citotoxicidad: Capacidad de producir un dafio toxico a las células.
Genotoxicidad: Capacidad de inducir dafio en el material genético de las células.
Glucano: Compuesto formado por varias unidades de azucares.

Glucoproteina: Proteina que posee cadenas de oligosacaridos unidos
covalentemente a su estructura polipeptidica.

Inmundgeno: Molécula o conjunto de moléculas que pueden inducir una
respuesta inmunitaria en un huésped particular.

Inmunomodulador: Farmaco con capacidad de interaccion con el sistema
inmune, actua normalizando aquellos parametros que se encuentran
incrementados o se manifiestan de manera excesiva en el individuo, o aumentan
los que se encuentran disminuidos o defectuosos.

Linfocito B: células que expresan inmunoglobulinas en la membrana, la cual se
encuentra asociada a otras moléculas de la superficie formando el complejo
receptor de antigeno de las células B (BCR).

Linfocitos T: Células del sistema inmune que se identifican por su receptor de
membrana llamado TCR.

Metabolito: Sustancia producida o utilizada durante el metabolismo (digestion).

Polipéptido: Polimero formado por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.
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