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I. RESUMEN

"Evaluacisén de la accion de la acupuntura sobre la
respuesta inmune humoral en ratones Balb/c contra globulos
tojos de ovino'". Radriguer bBermGdez José Felagio. Asesoras:
M.V.Z. Greta Ruiz Largo y M.V.2Z. Maoises Fraire Cachon.

Se hiZo una revisién de la informacidn acerca del efecto de
la acupuntura schre el sistema inmune y los mecanismos de
resistencia del crganisma. De &acuerdo a le anterior se
propuso utilizar al estimulo inmunogénico como estimulo
acupuntural al mismg tiempg y &n el mismo sitio. El1 acupunto
utilizade fue el Estomago J&6 (E Jb6}.

e trabajaron tres lotes experimentales y uno control, a los
ratones del lote # 1 se les inoculd el antigeno directamentes
en el acupunto, a los tratones del lote # 2 se les inoculs el
antigeno en forma convencional y recibhié estimulacion
acupuntural simultaneamente, a los del lote # 3 se les
inoculd el antigeno en forma convencional unicamentes, el
lote # 4 se useo como grurpo control bajo las mismas
condiciones de alolamiento y manejo.

Para evaluar respussta inmune primaria y secundaria se
hicigron dos sangrados totales, utilizando la mitad de los
ratanes de cada lote por sangrado. La titulacitn de
anticuerpos especificos se hizo utilizando un métoda similar
al de titulacidn de hemolisina de la prueba de fijacion de
complemento.

Los resultados mostraron que el grupo # 1 tuvo la mejor
respuesta primaria y secundaria, confirmando la hipdtesis
propuesta de que la inoculacién de un antigeno directamente
en el acupunto darad como resultado una mayor estimulacién de
la respuesta inmune humoral que la que se obtiene cuando se
inocula 21 antigeno en e! sitio convencional y se estimula
el acupunto ©o bien, cuande se aplica el antigeno sin
estimulacién del acupunto.

Se hace una relacidén de la posible accidén inmunomadul adora
de la acupuntura con la Fsiconeuroinmunologia.



I1.. INTRODPUCCION

) En la evolucién y desarrollo de las sociedades humanas,
siempre se han creado métodos para evitar o curar
enfermedades, basados en principios magicos Yy @acciones
terapéuticas empiricas (49). E1 puebla chino desarralld un
arte curativo que data de mas de SO0 anos A.C.. En la
actualidad se conoce como medicina tradicienal china y se
pueda euplicar con los principios anatomofisiolégicos de la
medicina moderna. Pentro de las diferentes areas gque
conforman a esta medicina, destacan 1la Acupuntura y 1la
Herbolaria (1,2,18,19,25), desarrollandose paralelamente ia
Acupuntura Veterinaria (25).

La acupuntura se entiende como la accian de 1inseiGar
agujas en ciertos sitios de ta piel denGninNACoSs acupuntos,
con el fin de obtener efectos terapéuticos (32,34,51,56).
El acupunto es un sitio especifico de la piel que tiene
ciertas caracteristicas funcionales (menor resistencia
eléctrica y mayor potencial eléctrico) vy
{manor cantidad de colagena ¥ gran concentracién de
terminaciones nerviosas autondmicas en dermis o hipodermis)
diferentes a las zonas de la piel adyacente (146,21,38,54).

Los acupuptos se distribuyen en ftoda la superficie
corparal  y su organicacion, para efecto de estudic Yy
utilizacion en la practica clinica de acuerdao & los libros
clasicos de acupuniura china, esté basada en la unibén de
puntos relacionados por su  efecto terapdutico formande
lineas verticales simétricas llamadas Meridianaos {3I2,51).
Considerando conceptos de la filo=zofia china (Taoismo—
Dualismo) estos meridianos corresponden a flujos de energias
cpuestas, Yang vy Yin, siendo la primera positiva y negativa

la msgunda {32,49,31) . Esta condicién filos6fica de
regulacion ¥y equilibrio entre factores antagénicos se puede
reconocer  en la medicina maderna on el concepto de

Homeos tasis (32,51,563.

Los meridianos se denominan tradicionalmente de acuerdo
a1 6rgano sobre el que ejercen su accitn o su efecto., Se les
ha idaentificado por letras v nomeros rOManNs . Y
recientemente algunos autores organizan los acupuntos por su
localizacién en los segmentos anatémicos y en relacién a'sus
etectos comprobados experimentalmente (33,51,53).

turales
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La estimulacitn del acupunto se puede 1levar acabo
mediante diferentes tédcnicas como son la puncion {insarcion
de la aguial), moxibustién (aplicacidn de calor), inyeccién,
electroacupuntura (aplicacign de corriente eléctrica), rayos
laser ¥ la aericestimulacion (aplicacien de frio) entre otras
(Z28,30,32,37,548). Esta estimulacidn provoca canb i0s
egpecificos y diferenciables en un organismo (38,49), que s
utilizan como terapia en una g3ran variedad de enfermedades
(28,29,37,49) .

Takagi menciocna que de acuerdo a la Organizacidn
Mundial de la Salud, la funcian principal de la acupuntura
€3 la de aumentar el potencial de resistencia del arganismo,
por medio del ajuste de sus funciones fisicldégicas, asi coma
de Ffoartalecer =1 sistemsa {nmunolégico y vigorizar las
funcionas corparales antinflamatarias, analgésicas,
anticonvulsivas, antiespdsticas y las que previencn estados
de shack (4&).

Los efectos de la acupuntura sobre lops saecanismos de
resistencia e  inmunidad de un organismo como el incrementa
an la cantidad de leucocitos circulantes y el aumento del
titulo de anticuerpos especificns, han sido estudiadas
clinica y euperimentalmente en humanhos y diferentes especies
animales (15,17,30). Estas respuestas  se han obtenido como
resul tado del teratamiento acupuntural an problemas
infecciosas ¥y en forma superimental mediante la inoculacidn
de un antigenc y la estimulacidn simaltanea de los agupuntos

(14,48},

En la siguionte tabla se agrurpan algunos de los efectos
meacionados de la acecidn de la acupuntura sohre las
mecanisnos de defensa del organismo. Enlistandose  por
columnas 1 efecto causado, los acupuntos de los meridianos
wutilicados (Estomago—E, Intestino Grueso-IS, Yasao
Concepcion-vC, Vaso Gohernadar-vE, \Vejiga—V, Vesicula
Biliar=-VE, Fulmen=-F), la técnica (Puncidn~f, Mouibustisn~M,
Electroacupuntura-EA) utilizada en 1la astimulacién de los
scupuntas, la especie aipercimental utilicada y la refarencia

de donde se tomd el dato.



Efectos de la acupuntura sobre los mecanismos de defensa del
arganisma.

Efecto Puntos Técnica Especie Referencia
i
Incremento del titule IG 4 P rata
de anticuerpos VB 39 s v
especificos P& P cuye
E 36 F coneyo
t
——= £.A. conejo {30
E S& E.A. conejo
Fang~Gu E.A. vy
rata ¢t 14 )
£ 25 P mono
E 3& P rhesus
vC 4 F
Ve & [ad
. V€ 10 F
vC 8 M { 48
vG 14 M conejo
VG 20 M ¢ 55 )
E 25 P humano
E 37 =4
IG 4 P
I5 11 P
vC & P « 31
Incremento del tituloe E 25 E.A. cone jo
de beta y gamma E 37 E.A.
globulinas séricas ¢ 31
‘Incremento del titulo E 25 &~ humano
de inmunoglobulinas E 37 P
séricas G,M y A. IG 4 =4
5 11 4
vt & F ¢ 31 )

continua.......



Efecto Puntos Téenica Especie Referencia
Incremento del titulo E 25 F humano
de complemento sérico E F7 [
16 a4 F
IG 11 F
Ve & P 31
—_—— - humano « 3
Incrementa en la ———— E.A. pertra
cantidad de
linfocitos
circulantes « 17
Aumento en la E & £.A. ,conejo « 23
transformacion
linfacitaria E T& Py humano
IG 4 Z.A. (4
VG 14 M conajo
VG 20 M { S5 )
——— P humano ¢ S7
fAumento dal indice £ 38 24 conejo
fagocitario IG 4 4
v 18 e
v 12 [
v 23 P
VG 14 F « 8 )
E 38 [ conejo <1
vE. 14 E.A. ratén
y M 40 )
E 25 P monoe
E Jé P rhesus
Ve 4 1
Ve 6 P
ve 10 F .
ve 8 M ( 48 )

continua-«.....



Efecto Funtos Técnica Especie Referencia
E 3& E.A. conejo ( 13
ve 12 ™M raten { &
E 25 [ numano B
E 37 P
IG & P
16 11 P -
vC & P « 31
Incremento en la 16 11 P conejo
cantidad de humana
leucocitos
circulantes IG 4 F rata
VE 3% 4
F & F ( 30
E 36 F conejo « 8
IG & E.A. rata
¢ %) E.A. ¢ 41
E 36 E.A. cone jo ¢ 23 %
Incremento en 1a E 3& E. A. conejo 2T )
cantidad de
rneutroefilos —-— E.A. perros t 20
circulantes
——— F humanos ¢ 34 )
Disminucién de los E 346 ™ rata
efectos del fendmeno
inflamatorio Vv 47 P cuye « S0
IG 4 E.A. rata
C *) E.A. ( 41
E 36 E.A. conejo (1% )
E 36 Py canejo ¢ i
E.A.

( % ) No es un acupunto especifico,

sino un sitio sobre el

meridiano de Vejiga entre los puntos 21 y 25.



De los acupuntes utilizados en los
anteriormente citados, se uso e1 denominado E & (Estomage
Sé) que estimula el sistems inmunolégiceo provocands un
incremento en el titulo de anticuerpos especificos, 2unado &
un inmunégeno como aestimulador del acupunto. Ezte acupuntc

es de fécil localizacién y por lo tanteo la estimulacidn sera
mas precisa.

trabejos

Este punto se localiza en el raton abajo de la articulacién
de la rodilla, en el extremo de la cresta tibisl.



HIFOTESIS

La inoculacién de un antigeno directamente en ol
acupuntc dard como resultado - una mayar estimulacidén de 1a
respuesta inmune humoral que la qua s2 obteniene cuando sa
inocula el antigeno en el sitio convencional y se estimula
21 acupunta o bien, cuando se aplica el antigeno sin
estimulacién del acupunto.

OBRJETIVO

Demostrar que inoculande el antigeno en el acupunto se
cbtienen titulos mayores de anticuerpos especificos <que los
obtenidos cuando se inocula el antigeno en el sitio
convencional y se estimula el acupunto o bien si se aplica
el antigeno sin estimulacidn del acupunto.

11I. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 80 ratones hembras adultas Ralbsc las que
se mantuvieron bajo las mismas condiciones de alimentacién,
alojamiento ¥y manejo. Con estos animales se formaron cuatro

Srupos:

Grupo 1. Se inoculd el antigeno en el acupunto.

Grupo 2. Se inoculé el antigeno por via intramuscular en el
sitio convencional y con estimulacidn del acupunto.
Entendiendose por sitio convencional, el luganr

tradicional de inoculacion intramuscular en 1a zoma de
los glateos.

Grupe 3. Se inoculé 1l antigemo por via intramuscular en el
sitio convencianal sin estimulaciénm por acupuntura.

Grupo 4. Se inoculd solucion salina fosfatada estéril
(F.B.5.) como placebo, por via intramuscular en el
sitio convencional.

Como antigeno se utilizaron glébules rojos de ovino
que, paor sus marcadas propiedades  inmunogénicas, al ser
inoculados en wna aespecie diferente de la que se cobtuvieron
producen un buen titulo de anticuerpos especificos (123,
Ademas sus  determinantes antigénicos permiten una  mayor
accidn de los anticuerpos fijadores de complemento, lo que
permitir&a una titulacién de e=tos anticuerpos especificos
sor la prueba de fijacidn de complementa (12).



Los gldbulos rojos se  lavaron com soclucidn salina
fisiolégica o F.E.S., sin recibir ningun otro tratamiento
1.

La estimulacidn acupuntural =e hiczo par puncisn  del
acupunto Con agulas de acero inovidable.

FROCEDIMIENTO

I. Localizacion y marcaje del scupunto £ I8 y el sitio
corivencional en €1 ratén,

&) Fara este procedimiento los ratones se ansstesiaron
con eter.

bY La localiraciém se hizo tomando en cuenta las cartas
de localizacidn de acupuntos. Se determins @1 sitio del
acupunto con un detector de acupuntes eléctrico (marca
Frobe, modele CM-100, U,35.A.), coleocando un polo en la
mucasa aral o anal v utilizando el otro polo para la
localizacidn. Una ver localizado el acupunto se marcd
con tinta indeleble.

c) Se zoanfirmée cen el detector elécirico en los grupos =
y 3 la ausencia de acupuntos en la zona muscular
postarior del muslo.

{1. Concentracién y cantidad a inocular del antigeno.

a) Glsbulos rojos de ovino lavados a una concentracién
fotomdtrica del 10%.

H) La cantidad de indculp, dado el tamafio de la especie
guperimental v el sitio de inocculacidn, fue de 0.05 ml
(1.

I11. Inoculacidn del antigeno en los sitios convencionales w
- en el acupunto.

a) Este procedimiento se hizo con los ratones
inmovilizadas por sujecidn manual.

b) Fara la aplicacign del antigeno se utilizaron
jeringas astériles de 0.25 ml. y agujas estériles de
calibre No. 27 con una lengitud de 174 de pulgada.

<) .a iroculacidn se hizo =20 foerma aséptica. Sélo se
intradujo 2 mm de 1a longitud de la aguja (poco mas del
bisel).



=rocedimiento

imulezién  se

#or un tiempo de
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0w
W

los ra

hizo

20 min

=i 2cupunto por puncion.

tones se aneshesiaron

con  aguja de  acsro

& %.18 mm de di&metico.
t& la egauja en el
T mn de profundidad

viamente

acupunts, pre
} y se dsjo

(apronimada
utos.

noculacian, estimulacidn acupuntural vy
rusos de prusba.

culé a los ratones de los grupos L, O

i mntig == ino
¥ T besiadose en 1l siguiente calendarizacion.

2= inoculacion del

1~ dnocelacidn Sel
. entigenc confsin . antigeno con/sin
- acupunt ues . acupuntura
- - . .21 =7 .
kel it iS 20 .
dizs . .
i~~ sangrado 27 sangrade
i. Prapzeracitn de sueros contrel (o sositive y negativo.
contrs altbuios rojos de ovino.

a) Se usasrcn 10 ratones hembras adul tas Ralb/c.
H) Se imocularen por vie intraperitonezl con 9.25 ml de
zlsbulos rojos de ovino lavados,

volumétrica del 10 %Z.
c) La inpoculacisn se hicto
Biaz & , 3,5, 10y 15.

El susro contrsl negativo
Qruzo % 5.

coen la

se obtu

a una concentracion

siguiente frecuencia :

vo de los ratones del




WILl. Obtencicn de sangre y separacidén de suera.

a) La ebtencién de sangre y sefFaracion del szuere se
hizg siguiende el procedimients descrito por Barwvey vy
col, (12,

b) Los zuercs obtenidocs de los ratones de cada grupa de
pruaeba se mezclaron » trabajaron por lotes.

c) Loz sueros abitesnidos de log ratones que se usaran
como control positivo vy negativo se trabajaron por

para svitar posible mezela.

su almacenamiento s2 usaronm frascos esteéeriles
con tapon de hule, conservando el suero a

WITIl. Titulacidn de snticuerpos espec:ificos contra globulos
rojos de ovino.

Los anticuerpos gue =2 obtuvieron, se determinaron con
un metado similar al de trtulacion de hemolisina para la

prueba de Fijacion de Complamento, modificado aen el
laboratorio de Sesrologia del Departamento de VYirolagia e
irmunolegia de la Facultad de Medicing Veterinsria

lootesnia.

Fara realizar o=

ta prusba ce wtilizaron:

2) Cumrs & titwlar J{ipactivade a I7° C par 30 min),
trabajando con dilucicnes serisdas, comenIands
con las diluciones $/2,1/3

b) Complemento de cuys con 2e hemaliticas.

¢) Blébulos rojos de ovino lavadas, a una concentracion
fotométrica del I W.

d) Solucion amortiguadora de barbital,



o

IV, RESULTADDS

En el siguiente cuadro se muestran los titulos de
anticuerpos especificos obtenidos de los cuatro grupos en
sus dos =apgrados y el incremento en diluciones doble:s
seriadas entre el primer y segundo sangrado:

Sangrados
_Grupo Primero Sequndg Increnento
1 1/16 1764 2
2 172 1716 3
3 t/6 1/48 =
4 Q . Q Q
Para Ffacilitar la comparacion entre los tituloes

obtenidos se muestran los resultades en una grafica de
barras, se observan de la siguiente manera:

1:16 ° \ ’-—'—— .
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En la grafica se muestra que la mayar respuesta de
anticuerpos especificos la dio el grupo #1, tanto en el
primer sangrado como  en el segundo ycorrespondiendo
respegtivamente a respuesta inmune primaria y secundaria.

En los resultados del grupo #3 se reconoce el tipo de
respuesta clésica que zse obtieng al inocular glébulos rojos
de ovino en forma convencionalen raton (12).

En el grupo #2 se observa una menor respussta de
anticuerpes especificos, que la esperada, comparandola con
2l grupa #3.

El grupe #4 no presenta ningan tipo de respuesta de
anticuerpos especificos, ya que es un grupo control.

V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Lta respuesta primaria del grupao #1, con relacién a la
del grupoc #3 fue mayor, va que el antigeno inoculado en el
acupunto, ademas de producir 1la activacién del siztema
inmunolegico, provocé la estimulacion de21 acupunto y el
consiguiente aumento de la actividad inmunolégica, como
mencionan los auwtores citados en el cuadra.

La depresidon de la respuezta inmune del gerupo #2, se
pudo haber debido al excesivo manejo y consiguiente estres
qQue =z causd al inocular el antigeno y estimular a la vec
el acupunto (10, 44,35)

vnalicando en los cuatro grupes la respuesta inmune
sacundaria en relaciétn a la respuesta primaria, esta es
mayocr proporcisnalmente en el grupo #S, ya gque s2 observa un
increments del titulo de anticuerpos especificos de 3
diluciones dobles . A pesar del bajo titule del grupo #2, se
chserva que tambien muestra este incremento.

El grupo #1 es 21 que obtiene la mayor respuesta
secundaria, como consecuencialegica de su mayor respuesta
srimaria, pers el incremento proporcional es sélo de 2
diluciones dobles.

t.os resultados que aporta <l grupo #2 demuestran  la
nula presencia de isoapticuerpes detectables contra los
globulos rojos de ovino utilizados.



Comparando los s5itios de imnoculaciér del antigano, =12
denominado en este trabajo como sitio convencional, 52
encuentra 2n  una fona de mayor masa muscular y por lo tanto
con mayor irrigacion circulatoria y linfatica, 2n relacion
Gercana con  los ganglios linfaticos inguinales y popitleos,
2n contraparte, Mo es ni siquiera similar esta intevrelacisn
para 2! sitio del zcupunto. Pe esto se daduce que, =i =21
sitio de inaculacién motivara ana mayor respuesta
inmunclégica, seria 1la del sitio convencional y no de la
zona del acupunto (42,47, -

La confirmacién de la hipotesis propuesta, concuarda

con 1a informacidn de los autores antes citados, respecto a2
que la acupuntura estimula la respuesta inmune.
Para explicar la respuesta de anticuerpos especificos,
basandeose en datos de KHurono, mencionados por Kudo (27,
indica que en humanos despuds de la estimulacién acupuntural
se incrementa el conteo de células T, M< y la proporcion de
linfocitos B, por lo tanto al aumentar los linfeciteos F
circulantes, probablemente e1 titulo de anticuerpos tambien
debe aumentar.

La accibn inmunoestimulante de la acupuntura es un
hecho comprobado y comprobable experimentalmente, siempre vy
cuande no se manejen demesiadas variables que  impidan
dilucidar =i efectivamente la reaccibén observada se ‘debe a
la variable experimental. Se recomienda la continuacion de
estos trabajos en forma individuatizada para darle
significancia estadistica.

Con relacién a las teorias que tratan de explicar el
cémo ¥y por qué la estimulacién  acvpuntural modifica la

respuesta inmune, existe una linea de %£rabajo dentrz de iz
inmunologia, llamada fsiconeuroinmunolaogia
(Fsicoinmunaologia, Neuroinmunologia =]

Neuroinmunaendrocrinologia), que ha demostrado que existe
una interaccién entre Sistema Nervioso y Sistema Inmune. Los
trabajos realizados en esta 4&rea indican gue estos dos
sistemas presentan y utiliran en {forma comin receptaores
celulares y mediadores quimicos, y Se propane una regulacién
Hipotalamo-Hipofisiaria, a nivel Sistema Nervioso Central,
sobre el sistema inmunolégico (S,9,11,22,35,39,43,50,52).



Respecto a la investigacion del mecanisme de accién de
la acupuntura scbre el control del dolor, s& ha demogstrado
que éste es debido a la 1liberaci6n a nivel de hipbfisis y
cerebro de endorfinas (7,110,386, derivadas del Fro=-
opiomelanocortin (POMC), gue también =s precurzor de la
hormona adrenocorticotréepica (ACTH) (10).

El POMC al hidrolizarse produce ACTH, « y R-endorfinas,
ademas de un pédptido 1lamado B-~lipoproteina (3—-LFH). Este
péptido es precursor a su vez de B y a—endorftnas, asi como
de Metionina-encefalina (Met-encefalina) Y Leucina—
encefalina (Leu—-encefalina) (10,262,

La Met y Leu-encefalina son derivados tambien de 1
proencefalina, secretada en la médula suprartrenal ; la
encafalinas secretadas a este nivel en la circulacitn no
eruzan la barrera hematovencefdlica.

&
s

Se conocen otros péptidos opiocides que resultan de la
Frodinorfina, que son la Dinorfina, x—Neoendorfina y la -
Necendorfina (10).

Todos estos peptidos opioides, relacionados a la
analgesia acupuntural y 1la ACTH, ‘estéan involucrados
directamente en las. propuestas de .interaccicn de la

Psiconeurainmunologia.

De ésto se desprende que la acupuntura, al estimular la
produccion de péptidos apioides, puede servir como una
herramienta dentro del campo de la Psiconeuroinmunologia.
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