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Después de algin tiempo aprenderas la diferencia entre dar la mano y socorrer a un alma, y
aprenderds que amar no significa apoyarse, y que compafiia no siempre significa seguridad.

Comenzaras a aprender que los besos no son contratos, ni regalos, ni promesas, comenzaras a
aceptar tus derrotas con la cabeza erguida y la mirada al frente, con la gracia de un adulto y no
con la tristeza de un nifio.

Y aprenderas a construir hoy todos tus caminos, porque el terreno de mafiana es incierto para los
proyectos y el futuro tiene la costumbre de caer en el vacio. Después de un tiempo aprenderas
gue el sol quema si te expones demasiado, aceptaras que incluso, las personas buenas podrian
herirte alguna vez y necesitaras perdonarlas.

Aprenderas que hablar puede aliviar los dolores del alma. Descubriras que lleva afios construir
confianza y apenas unos segundos destruirla, y que ti también podras hacer cosas de las que te
arrepentiras el resto de la vida.

Descubriras que muchas veces tomas a la ligera a las personas que mas te importan y por eso
siempre debemos decir a esas personas que las amamos, porque nunca estaremos seguros de
cuando sera la Ultima vez que las veamos.

Aprenderas que las circunstancias y el ambiente que nos rodea tienen influencia sobre nosotros,
pero nosotros somos los Unicos responsables de lo que hacemos. Comenzaras a aprender que no
nos debemos comparar con los demas, salvo cuando queramos imitarlos para mejorar.

Descubriras que lleva mucho tiempo llegar a ser la persona que quieres ser, y que el
tiempo es corto. Aprenderas que no importa a donde llegaste, sino a donde te diriges y si no lo
sabes, cualquier lugar sirve. Aprenderas que si no controlas tus actos, ellos te controlaran y que
ser flexible, no significa ser débil o no tener personalidad, porque no importa cuan delicada y fragil
sea una situacién, siempre existen dos lados.

Aprenderas que hay mucho mas de tus padres en ti de lo que supones. Aprenderas que nunca se
debe decir a un nifio que sus suefios son tonterias, porque pocas cosas son tan humillantes y seria
una tragedia si lo creyese porque le estaras quitando la esperanza.

Aprenderas que cuando sientes rabia, tienes derecho a tenerla, pero eso no te da el derecho de
ser cruel. Descubriras que solo porque alguien no te ama de la forma que quieres, no significa que
no te amé con todo lo que puede, porque hay personas que nosS aman, pero
gue no saben cobmo demostrarlo.

No siempre es suficiente ser perdonado por alguien, algunas veces tendras que aprender a
perdonarte a ti mismo. Aprenderas que no importa en cuantos pedazos tu corazén se partio, el
mundo no se detiene para que lo arregles. Aprenderas que el tiempo no es algo que pueda volver
hacia atras, por lo tanto, debes cultivar tu propio jardin y decorar tu alma, en vez de esperar que
alguien te traiga flores.

Entonces y solo entonces sabrés realmente lo que puedes soportar; que eres fuerte y que podras ir
mucho mas lejos de lo que pensabas cuando creias que no se podia mas.

William Shakespeare
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1. Resumen

La planta Astragalus radicans se ha empleado en la medicina tradicional para
estimular las defensas naturales del organismo siendo un excelente antivirico, por
lo que surge la necesidad de evaluar los efectos que produce frente al sistema
inmunolégico de ratones CD1 probando la actividad inmunomoduladora del
extracto acuoso de la raiz de Astragalus radicans. Se estudiaron 36 ratones para
realizar la técnica de Jerne, microhemaglutinacién, proteinas totales por el
método de Lowry, electroforesis en acetato de celulosa y observar diferencias
anatomicas y fisiolégicas en Organos (indices organicos). Se ocuparon tres
grupos con 6 ratones para cada técnica, el primero que se emple6 como grupo
control se le ministré 0.2 mL de solucién salina fisiologica diariamente por via oral,
al segundo y tercer grupo se les ministr6 100 y 200 mg/kg de peso
respectivamente del extracto acuoso de la raiz de Astragalus radicans, con una
duracion de 7 dias para el grupo Jerne y 14 dias para el grupo
microhemaglutinacion, electroforesis, metodo de Lowry e indices organicos. Se
observo que la ministracion diaria del extracto acuoso de la raiz de Astragalus
radicans produjo una disminucion en el numero de CFP/ millobn de células
nucleadas, con respecto al grupo control P=0.382. En la prueba de
microhemaglutinacion, se encontré diferencia significativa de las medias
comparadas del grupo control contra el grupo tratamiento de 200 mg/kg P=0.099.
En las proteinas séricas se encontré diferencia significativa entre los grupos
control contra 100 mg/kg P=0.029. En conclusion se evalud el efecto inmuno-
regulador del extracto acuoso de la raiz de Astragalus radicans en un modelo in
vivo de ratones CD1 observando que si se ministra al menos por 15 dias se
produce una disminucion en las células formadoras de anticuerpo asi como en la
cantidad de anticuerpos de tipo IgG, lo que nos sugiere un efecto regulador de la

respuesta inmune.
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2. Introduccioén

En México la herbolaria surgié con los grupos prehispanicos. Las plantas
medicinales eran el recurso esencial al que los indigenas recurrian para la cura de
sus enfermedades, esto les proporcionaba un orden y una organizacion ya que
tenian médicos o “tictl” que dominaban ciertas especialidades como parteros,

hueseros o yerberos.

A partir del siglo XVI, con la llegada de los espafioles, los remedios nativos y las
especies prehispanicas se fusionaron o complementaron con los conocimientos de
los conquistadores. De esta forma, la herbolaria mexicana se desarrollo
notablemente, ya que los espafoles al quedar maravillados con la belleza y

diversidad natural del territorio, construyeron hospitales de herbolaria medicinal.

Actualmente, la herbolaria mexicana constituye el patrimonio mas importante de la
cultura de nuestros pueblos ancestrales y representa la fuente de desarrollo de la
medicina alternativa. México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nimero
de plantas medicinales registradas con 4500 plantas distribuidas en todas las

regiones, pero solo se han estudiado aproximadamente 500.

La raiz de la planta Astragalus radicans se ha empleado en la medicina tradicional
para estimular las defensas naturales del organismo siendo un excelente antivirico
capaz de hacer frente a infecciones causadas por virus de diferente tipo; por lo
gue ha surgido la necesidad de evaluar los efectos que produce frente al sistema
inmunoldgico de ratones CD1, obteniendo un extracto acuoso de la planta para

poder ministrarla a los ratones por via oral durante un periodo determinado y asi
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posteriormente con las técnicas de Jerne, microhemaglutinacion, proteinas totales
y electroforesis de proteinas séricas poder tener resultados que nos sugieran su

efecto modulador de la respuesta inmune.

3. Marco teédrico

3.1. Consideraciones generales de lainmunologia

Las raices de los fendbmenos inmunol6gicos son muy viejas, pero como tal la
inmunologia es una disciplina joven comparada con otras como la fisica, la
guimica, las matematicas o la anatomia. Residen en antiguas observaciones,
registradas en culturas diferentes; los pacientes que sobrevivian a enfermedades
infecciosas, rara vez contraian nuevamente la enfermedad. En China se solia
practicar la inhalacion del polvo procedente de costras de lesiones de viruela como
medida de prevencion de la enfermedad (proceso denominado variolizacion). En
otras partes del mundo, como en Ameérica del Sur, se practicaba la inoculacion de
minimas cantidades de veneno de serpientes para prevenir la muerte en caso de
mordeduras por viboras. La inmunologia como ciencia es posible remontarla a la

Inglaterra del siglo XVIII, época de la epidemia recurrente de viruela.

El término inmune deriva del latin immunis, esto es exento de “cargos”. La

inmunologia se inicié6 como una rama de la microbiologia.’*

La inmunologia estudia los mecanismos fisioldgicos mediante los cuales los seres
humanos y otros animales usan para defenderse de la invasion por otros
organismos. Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos

gue tienen la ventaja de reproducirse y evolucionar mucho mas rapidamente que
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sus huéspedes humanos. Durante el curso de una infeccidon los microorganismos
pueden enviar poblaciones enormes de su especie contra un solo Homo sapiens.
En respuesta, el cuerpo humano les opone una fuerte resistencia mediante células

dedicadas a la defensa, que en conjunto forman el sistema inmunitario.*

El sistema inmune surgié durante la evoluciébn para combatir las infecciones
causadas por virus, bacterias, protozoos, hongos y helmintos. Estos patdégenos
pueden ser responsables de infecciones intracelulares o extracelulares, para las
cuales la respuesta inmune ha desarrollado una variedad de respuestas
apropiadas para combatir cada tipo de patdgeno, al mismo tiempo que mantiene la
tolerancia a los componentes del propio organismo. La principal prueba de la
funcidn del sistema inmune (combatir la infeccion) es el gran numero de
infecciones persistentes que sufren los individuos que padecen alguna de las
inmunodeficiencias, ya sea heredadas o adquiridas (SIDA), que afectan a algun

componente de la respuesta inmune.

Para eliminar un patdégeno que haya establecido una infeccion lo primero que debe
hacer el sistema inmune es reconocerlo como tal y a continuacion desarrollar una
respuesta adecuada para destruirlo. Para ello el sistema inmune ha desarrollado
dos tipos de mecanismos, innatos y adaptativos (adquiridos), cuya diferencia
principal reside en las estructuras de reconocimiento de los patdégenos, ya que los

mecanismos efectores de destruccidén son esencialmente similares.

La inmunidad innata reconoce un grupo de patrones moleculares altamente

conservados comunes a un grupo o familia entera de patégenos, por lo tanto, es
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capaz de combatir la infeccion desde el momento de su inicio y durante sus
primeras fases (aproximadamente 0-5 dias). Si este mecanismo no consigue
eliminar la infeccién, al menos la mantienen bajo control mientras se desarrolla el
otro tipo de mecanismo, adaptativo, que requiere aproximadamente 1 semana

para desarrollarse.’

3.2. Principales 6rganos y células que influyen en el sistema

inmunolégico

3.2.1. Células del sistema inmunitario

Existen diversas células inmunes que se desarrollan en la médula 6sea a partir de
células hematopoyéticas pluripotenciales que se diferencian a través de dos lineas
principales: el linaje mieloide, que produce fagocitos, mastocitos, eritrocitos y
plaquetas; y el linfoide que produce linfocitos T, B y NK. Aunque las células
sanguineas son las principales responsables de la respuesta inmune, necesitan de
la cooperacion de otras células del organismo, por ejemplo, las células
endoteliales de los vasos sanguineos que participan en el trafico leucocitario entre

sangre y tejidos. °
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Imagen 1. Desarrollo de los leucocitos desde la célula progenitora pluripotente hasta las
formas circulantes y tisulares maduras. '

3.2.2.1. Granulocitos

Los granulocitos constituyen alrededor del 65% de todos los leucocitos. Su

aspecto, observado con el microscopio Optico tras someterlos a métodos de
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tincion convencional, permite una subdivision adicional. Los basdfilos ven tefiidos
sus granulos con un color azul intenso, y representan el 0.5 — 1 % de los
granulocitos; en los eosindfilos (3 — 5 %) los granulos se tifien de rojo, y los
neutréfilos blancos (90 — 95 %) poseen granulos que permanecen relativamente
sin teflir. Los granulocitos circulan en la sangre y migran a los tejidos, en especial
durante la respuesta inflamatoria. La excepcién es el mastocito que permanece fijo

en los tejidos.

3.2.1.2. Monocitos y células dendriticas

Los monocitos constituyen un 5 — 10 % de los leucocitos circulantes y se
caracterizan por una vida media breve, ya que solo permanecen alrededor de 24
horas en la sangre. Entran en la reserva extravascular y se convierten en
residente en los tejidos, donde reciben el nombre de macrofagos. La morfologia de
los monocitos y de los macrofagos es muy variable, en términos generales, son de
mayor tamafo que los neutréfilos y los linfocitos y poseen un solo ndcleo y un

abundante citoplasma granulado.

3.2.1.3. Linfocitos

Los linfocitos representan el 25-35 % restante de leucocitos y su nombre deriva de
su asociacion directa con el sistema linfatico. Los linfocitos se dividen en dos

subtipos los B y T, presentes en la sangre en una proporcion de alrededor de 1:5.

Los linfocitos B se diferencian en la medula 6sea antes de ser liberados a la

circulacidon. Su papel principal es el reconocimiento de macromoléculas
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(denominadas antigenos) a través de los receptores de superficie (anticuerpos).
Los linfocitos B pueden convertirse en células plasmaticas y con esta forma

permanecen fijos en los tejidos y actian como secretores de anticuerpos solubles.

El papel de los linfocitos T, o linfocitos derivados del timo muestra que tiene lugar
en los primeros afios de vida y es decisiva para su desarrollo. Durante este
periodo adquieren su capacidad de reconocer y provocar la muerte de los tejidos
no emparentados trasplantados en un proceso llamado rechazo del injerto, que
implica la capacidad para distinguir lo propio de lo que no lo es. En ausencia de
los linfocitos T, se altera la proteccion frente a las infecciones, lo que

inexorablemente provoca la muerte.

3.2.1.4. Linfocitos asesinos naturales (natural killer)

Las células con esta actividad son capaces de destruir las células infectadas por
virus y las células tumorales. A diferencia de los linfocitos T, no necesitan
instrucciones del timo para hacerlo; por esta razon se denominan naturales. Al
igual que los otros linfocitos, los linfocitos NK se identifican por la presencia de
glucoproteinas de superficie especializadas y caracteristicamente también poseen

un citoplasma muy granulado.
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3.2.2. Organos del sistema inmunitario

Sistema
Inmunolégico Amigdalas y
Adenoides
g~
Timo
\-/' Médula
Ganglios : ' — (Osea
linfaticos 2¥
~_ }g
\/ Bazo
Placas de
Peyer \f/.
R )
Apéndice D (G Ganglios

\/‘ linfaticos
1}? {:\_/
A 4%
Imagen 2. Organos linfoides primarios y secundarios’

La respuesta inmune adaptativa se realiza en Organos o tejidos especificos
denominados linfoides. Existen dos tipos de oérganos linfoides los primarios y
secundarios segun su participacion en los procesos de diferenciacion, maduracion

y especializacion de las células linfoides.

Organos linfoides primarios: (médula 6sea y timo), donde los linfocitos
adquieren su inmunocapacidad de reconocer antigenos mediante el TCR y el

BCR.

- Médula 6sea
En la médula 6sea se da la hematopoyesis que es la caracterizacion de
todas las células sanguineas (glébulos rojos), incluyendo las células que
inmunizaran el organismo (glébulos blancos).
Aqui se producen todos los tipos de leucocitos que existen, algunos

maduran en la propia médula ésea como es el caso de los linfocitos B, y
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otros maduran en otros 6rganos como los Linfocitos T o en la sangre
como algunos fagocitos.
Timo
Es el 6rgano responsable de que maduren los Linfocitos T, y de
enviarlos al torrente linfatico para dar respuesta inmunologica de las

células.

Organos linfoides secundarios: (bazo, ganglio linfatico y tejido linfoide asociado

a mucosas o MALT), donde los linfocitos que migraron desde los 6rganos linfoides

primarios reconocen los antigenos y se fragua la respuesta inmune.

Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son grupos de nddulos repartidos por todo el
organismo, unidos por los vasos linfaticos y donde se acumulan los
linfocitos By T para dar respuesta inmunoldgica cuando sea necesario.
Bazo

El bazo es el 6rgano donde, una vez maduros, iran los Linfocitos B y se
repartiran por el organismo mediante el Sistema Linfatico para dar
respuesta inmunoldgica a la linfa y la sangre.

Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)

El tejido linfoide asociado a mucosas o MALT (Mucosa-associated
Lymphoid Tissue) son una serie de estructuras linfoides que estan en el
tracto intestinal, el respiratorio o el urinario, especializados en luchar
contra los patégenos en zonas localizadas. Aqui en juego las amigdalas

o adenoides, la nasofaringe y las placas de Peyer en ile6n.

10




Evaluacion del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso de Astragalus radicans en
ratones CD1 | Calderén Chavez Karen Monserrat

3.3. Anticuerpo

Las moléculas de anticuerpos son proteinas que elaboran los vertebrados al ser
estimulados con un antigeno y que tienen capacidad para reaccionar
especificamente con el inductor. La mayor parte de los anticuerpos se hallan en el
plasma circulante como constituyentes proteicos. Los anticuerpos reaccionan
especificamente con los antigenos que les han dado origen y como consecuencia
de esa reaccién se produce la neutralizacion. Cuando esto ocurre en el tubo de
ensayo generalmente sigue un fendmeno visible que puede ser precipitacion,
aglutinacion, bacteriolisis, citolisis, etc., segun las caracteristicas del antigeno y la

presencia 0 no de sustancias complementarias.

Los anticuerpos llevan a cabo dos funciones principales en la defensa inmunitaria.
La primera funcion es reconocer y unirse al material extrafio (antigeno); es decir,
la union a estructuras moleculares en la superficie del material extrafio
(determinantes antigénicos) que difieren de las estructuras moleculares
elaboradas por las células del huésped. Los anticuerpos del huésped pueden

reconocer una variedad grande de estructuras diferentes.

El acto de union del anticuerpo puede ser suficiente para inactivar un patégeno o
mantener inocua una toxina. Por ejemplo, el anticuerpo que recubre un virus
puede impedir que éste ingrese en las células diana y “neutralizar” el virus. En
muchos casos se despliega una segunda funcién de la molécula de anticuerpo
para activar la eliminacion del material extrafio. En términos moleculares, esto

implica la union de ciertas moléculas (moléculas efectoras) al material extrafio
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recubierto por anticuerpos para activar los mecanismos complejos de eliminacion,
por ejemplo, el sistema de proteinas del complemento o la fagocitosis por las
células del sistema inmunitario del huésped, como neutréfilos y macréfagos, y

citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos (CCDA) por las células NK.*2*3

Los anticuerpos a menudo se denominan inmoglobulinas (proteinas inmunitarias).
Hay 5 clases de anticuerpos o inmoglobulinas conocidas como inmoglobulina G
(1gG), IgM, IgA, IgD e IgE. Todas estas clases tienen la estructura béasica de
anticuerpos con 4 cadenas, pero difieren en sus cadenas pesadas denominadas v,

M, a, y O respectivamente.

Unidn con el antigeno Unidn con el antigeno

H Fab\ /

Funciones

Fc efectoras, p. j.,
activacion del
complemento,
union al
receptor celular

Imagen 3. Disposicion global simplificada de la molécula de anticuerpo. **

La estructura consiste en cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H)
idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas, dispuestas para abarcar tres
unidades estructurales. Las dos unidades Fab idénticas se unen al antigeno,
mientras que la tercera unidad (Fc) se une a las moléculas efectoras para activar

la eliminacion del antigeno y medir funciones como el transporte maternofetal.
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Anticuerpo  Subtipo  Estructura Funcion Actividad Bioldgica
principal

FcR de FcR de FcR de
Fagocitos NK Mastocitos
Mondmero  Inmunidad de +
IgA2 Dimero Mucosas
gD Monémero  Desconocida
IgE Mondmero Respuesta a +++
parasitos
19G 1gG1 Mondmero Respuesta ++H+ A+t +++ +++ +
19G2 secundaria a
1gG3 patégenos.
9G4 Inmunidad
neonatal
IgM Pentamero Respuesta +++
primaria a
patégenos

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes isotipos de Igs y sus funciones. C: Activacion del
complemento. N: Neutralizacién de patdgenos. FcR: Unidn a receptores para Fc que inducen
endocitosis (en faaocitos) v/o exocitosis (en NK. mastocitos o eosinéfilos)®

La IgG y la IgE suelen ser monoméricas, en tanto que la IgM aparece como un
pentamero. La IgA se presenta de manera predominante como mondémero en el
suero y como dimero en las secreciones seromucosas. El principal antigeno sérico
es la IgG y como es el mejor estudiado en lo que respecta a su estructura y

funcién, lo consideramos primero.*®

\ﬁf YJE(
IgE

monomero IgM

cadena

pentamero IgM

Imagen 4. Isotipos de inmunoglobulinas. Se muestra la estructura de la forma soluble de los
diferentes isotipos de Igs.”
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3.4. Antigeno

Un antigeno es toda molécula que pueda ser reconocida directamente por los
anticuerpos y por los receptores especificos de los linfocitos B (BCR) o por el de
los linfocitos T (TCR) cuando les sean presentados por moléculas especiales
como HLA' y CD1, es decir, que son sustancias que introducidas en el organismo
de un vertebrado adulto inducen una respuesta inmune, dando lugar a la
produccién de otras sustancias denominadas anticuerpos o a la proliferacién de

células sensibilizadas con las que especificamente reaccionan.

Los antigenos como tales tienen dos caracteristicas principales, la
inmunogenicidad (forma anticuerpos) y especificidad (se une a ellos). Estos
elementos constan de dos tipos de estructuras, las macroproteinas (portadoras del

antigeno) y los epitopes (determinantes antigénicos).
Segun su origen los antigenos pueden ser:

e Xenoantigeno: antigeno procedente de una especie diferente

e Aloantigeno: antigeno de un individuo de la misma especie, pero diferente
genéticamente.

e Autoantigeno: es aquel que esta presente en las células el mismo individuo.
La reaccién inmunoldgica contra los autoantigenos da origen a las

enfermedades autoinmunes. *1°

' Antigenos leucocitarios humanos, termino para los productos génicos de la molécula del MHC
(Complejo principal de histocompatibilidad) humano relacionados con la presentacion del antigeno

a los linfocitos T.
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3.5. Determinante antigénico o epitope

Es la region de un antigeno que interactia directamente con un anticuerpo, un
BCR o TCR. Los determinantes antigénicos reconocidos por el TCR son
generalmente proteicos (8 a 18 aminoacidos) mientras que las Igs y el BCR
reconocen también carbohidratos, pequefios oligonucleétidos y haptenos. Dentro
de una macromolécula puede haber varios epitopes y cada uno de ellos puede ser
reconocido por un anticuerpo, por un BCR o un TCR diferente y generar, ademas,

una respuesta especifica.™

En relacién con los determinantes antigénicos y s6lo para indicar su variedad,
estos se han agrupado en varias categorias, como determinantes antigénicos (DA)

secuenciales, conformacionales, inmunodominantes, inmunosilenciosos y ocultos.

3.6. Tipos de inmunidad

La reaccion de un animal contra los microorganismos infectantes o sus productos
toxicos se puede estudiar desde varios puntos de vista: ¢ Es local o general?, ¢ se
debe a factores celulares o humorales?, ¢es de situacion externa o interna? y ¢.es
una caracteristica natural o adquirida?. Suelen abarcarse todos estos aspectos
cuando se estudia la inmunidad. La inmunidad natural permite enfoques mas

amplios que la adquirida.*®
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Activa
(infecciones)

Innata — Natural

Inmunidad Paswafl e(trgslterno-

Adquirida

Activa
(vacunacion)

— Avrtificial

Pasiva
(seroterapia)

Cuadro 1. Tipos de inmunidad.®

La inmunidad innata (o natural) se refiere a todas las medidas de resistencia
congénitas que se activan y operan desde la primera vez que el cuerpo se
enfrenta a un patdégeno; no requiere de un encuentro o0 exposicion previa a tal
agente, ni tampoco se modifica significativamente con exposiciones repetidas al

patdgeno durante toda la vida de un individuo.

La inmunidad adquirida se refiere a la resistencia del cuerpo humano que en el
primer contacto con un patdgeno nuevo es deébil o ausente pero que se
incremental sustancialmente con las exposiciones subsecuentes al mismo

patégeno especifico.’

Los determinantes de la inmunidad innata o natural incluyen factores genéticos,
raciales, hormonales, celulares y humorales, ademas de otros factores como la

edad y las barreras de proteccion mecanica.

La inmunidad adquirida puede obtenerse en forma activa por infeccién natural y en
forma pasiva por tratamiento con antisueros o sueros inmunes. También puede
adquirirse pasivamente y de manera natural (como en el caso de la inmunidad
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materno- fetal, donde los anticuerpos producidos por la madre atraviesan la
barrera placentaria y se vierten en la circulacion fetal), o puede inducirse de

manera artificial por vacunacion.

La inmunidad adquirida depende de la existencia y funcion de un sistema celular
altamente especializado y que los efectores de esta forma de inmunidad incluyen
tanto elementos celulares como solubles, de aqui los términos de inmunidad

celular e inmunidad humoral.8

3.7. Cuantificacion de células productoras de anticuerpos (Técnica
Jerne)

La técnica mas utilizada para determinar la presencia de células productoras de
anticuerpos es la hemdlisis localizada en gel, descrita inicialmente por Jerne
donde se observa principalmente IgM. Se utiliza para visualizar las células
formadoras de anticuerpo y para cuantificarlas. Tomando en cuenta el nUmero de
placas liticas, el nimero de células usadas en el ensayo y el numero total de
células en el bazo, se pude tener una idea mas aproximada del numero de células

productoras de anticuerpo en el bazo entero.

La técnica Jerne detecta principalmente células productoras de anticuerpos de la
clase IgM (técnica directa), y se requiere de una incubacién previa a la adicién de
complemento, con un antisuero (de conejo, por ejemplo) contra inmoglobulinas de
ratén para detectar las células productoras de anticuerpos de la clase IgG (técnica

indirecta). *°
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3.8. Técnica de hemaglutinacion

La interaccion entre el anticuerpo y un antigeno particulado resulta en un
agrupamiento visible llamado aglutinacion. Los anticuerpos que producen estas
reacciones se denominan aglutininas. Las reacciones de aglutinacion son
similares en principio a las reacciones de precipitacion; dependen del enlace
cruzado de antigenos polivalentes. Del mismo modo que en un exceso también
puede inhibir las reacciones de aglutinacién; tal inhibicion se denomina efecto
prozona. Ya que los efectos prozona pueden encontrarse en muchos tipos de
inmunoensayos, comprender la fase este fenOmeno tiene importancia general.
Diversos mecanismos pueden causar el efecto prozona. Primero a
concentraciones altas de anticuerpo puede exceder en grado considerable el de
epitopos. Como resultado casi todos los anticuerpos se unen a un antigeno soélo

de manera univalente en lugar de multivalente.

Los anticuerpos que se unen de manera univalente no pueden enlazar en forma
cruzada un antigeno con otro. Los efectos prozona se diagnostican con facilidad al
valorar una diversidad de concentraciones de anticuerpo, se observan valores mas
altos de aglutinacion o cualquier parametro que se mida en la valoracion que se
utilice el efecto prozona también puede ocurrir por otra razén cuando se emplean
anticuerpos policlonales. Es posible que el antisuero contenga concentraciones
altas de anticuerpo que se unen a un antigeno pero no inducen aglutinacion, estos
anticuerpos, llamados anticuerpos incompletos pueden ocupar la mayor parte de
los sitios antigénicos y bloquear asi el acceso de la IgM que es una buena

aglutinina. Este efecto no se presenta con anticuerpos monoclonales aglutinantes.
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La sensibilidad y la sencillez de las reacciones de aglutinacién pueden extenderse
a antigenos solubles con la técnica de hemaglutinacion pasiva. En este método se
preparan globulos rojos cubiertos con antigeno mediante la mezcla de un antigeno
soluble con los eritrocitos que se trataron con &cido tanico o cloruro de cromo,
porqué ambas sustancias promueven la absorcion del antigeno a la superficie de
las células. El suero que contiene anticuerpo se diluye de manera seriada en
pozos de una placa de microtitulos y luego se afiaden glébulos rojos recubiertos
con antigeno a cada pozo; la aglutinacion se valora por el tamafio del patron de
diseminacion caracteristico de los globulos rojos aglutinados en el fondo del pozo,

igual que el patrén que se observa en las reacciones aglutinacién.?® 2*

3.9. Técnica de proteinas totales (método de Lowry)

Dentro de los métodos colorimétricos de alta sensibilidad, los mas utilizados son el

de Bradford y el de Lowry.

El método de Lowry en condiciones alcalinas el Cu®* forma un complejo con las
uniones peptidicas de las proteinas y se reduce a Cu®. El Cu" y los grupos
radicales de los residuos de tirosina, triptéfano y cisteina reaccionan con el
reactivo de Folin. El reactivo forma inicialmente un producto inestable, el cual es
lentamente reducido hasta formar azul de molibdeno/tungsteno. Los agentes
acidificantes y los quelantes o reductores del cobre pueden interferir con el

ensayo.

En este método se desarrollan dos reacciones coloridas: primero se desarrolla un

color de poca intensidad con el cobre en medio alcalino; después se forma un
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color azul-verde con el reactivo mencionado, que contiene molibdato de sodio y
tungsteno de sodio en presencia de acido fosférico y clorhidrico, que reacciona
con los aminoacidos aromaticos, fenilalanina y triptofano de la proteina. Este
método permite determinar la concentracion de proteina en rangos de 0.01 — 1

mg/ mL.?>%

3.10. Electroforesis en acetato de celulosa

Albumina o oy 4 b

~

Albumina o [ B ¥

Imagen 5. Técnica de electroforesis de zona con acetato de celulosa. A: aplicacién de una
pequefia cantidad de suero a la tira de acetato de celulosa. B: la electroforesis del espécimen se
lleva a cabo en una solucién amortiguadora (buffer). C: Las bandas separadas de proteinas se
visualizan bajo una posicién caracteristica después de someterlas a tincion. D: El escaneo con el
densitémetro de la tira de acetato de celulosa convierte las bandas en picos caracteristicos de
albumina, globulina a;, globulina a,, globulina  y globulina y. v

El analisis de la heterogeneidad de las proteinas individuales se lleva a cabo mas
facilmente por electroforesis. La separacion de las proteinas en un campo eléctrico
fue perfeccionada en 1937 por Tiselius, el cual empleo la electroforesis libre o de
frontera movil. Debido a la relativa complejidad de este método, la electroforesis

de zona en un medio estabilizador como el papel o el acetato de celulosa ha

reemplazado a la electroforesis libre para uso clinico.
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Las proteinas son separadas en la electroforesis de zona casi exclusivamente
sobre la base de su carga eléctrica superficial. El medio de sostén es, en teoria,
inerte y no impide ni estimula el flujo de las moléculas en el campo eléctrico. Por lo
general, se emplean tiras de papel o de acetato de celulosa como medios de
sostén. Sin embargo, una mayor ventaja del acetato de celulosa es la rapidez con
la que se logra la migracion electroforética. De manera tradicional, el acetato de
celulosa es Opticamente transparente, pueden aplicarse micro cantidades de

proteina y es adaptable a los procedimientos histoquimicos de tincion.

En la técnica en si, muestras de suero o de otro liquido bilégico son colocadas en
el origen y separadas por electroforesis durante aproximadamente 90 minutos,
empleando soluciones amortiguadoras alcalinas. Entonces se tifien las tiras para

la busqueda de proteina y se separan en un densitometro.

El suero humano normal se separa en cinco bandas principales: albumina,
globulina a;, globulina a,, globulina B y globulina vy, las cuales representan

principalmente a 1gG.?¢%

3.11. Medicina Herbolaria

El uso de plantas medicinales es tan antiguo como el hombre mismo. El proceso
mediante el cual el Homo sapiens sapiens fue seleccionando los vegetales que
servian para comer, curar o matar, transcurrioé lentamente, al ritmo de la evolucion,
pero con algunos sobresaltos. Los primeros pobladores del territorio mexicano
también aprendieron a cultivar lo que deseaban comer, fenémeno cultural que

ocurre, aparentemente de forma sincrénica en todo el planeta. %°
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Hay evidencias, por los descubrimientos realizados junto a los restos de los
primeros hominidos, que hace unos 60 000 afios ya se utilizaban hierbas como el
malvavisco. En Peru se han encontrado utensilios con resto de coca que datan de
hace unos 50 000 afios. Y de hierbas medicinales tratan los primeros textos
esculpidos que se conocen: jeroglificos egipcios de hace unos 6 000 afios se

refieren al uso medicinal de las plantas. *

La curacion con hierbas es muy diversa en México, dada la gran variedad de flora
en el pais, se han desarrollado remedios tradicionales para el tratamiento de los
sintomas que se presentan en las enfermedades mas comunes por ejemplo la tos,
el dolor abdominal o la inflamacion. Existen plantas que son conocidas en toda la
republica por sus propiedades curativas, como el té de tila para calmar los nervios,
la manzanilla para el dolor abdominal o algunas otras infusiones de plantas. Pero
también se han importado varias plantas de otros lugares del mundo, por ejemplo,
el Ginkgo bilboa o el Ginseng que presuntamente favorecen la longevidad o son

poderosos antioxidantes.*%

22




Evaluacion del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso de Astragalus radicans en
ratones CD1 | Calderén Chavez Karen Monserrat

3.11.1. Descripcion de Astragalus radicans

Imagen 6. Astragalus radicans. *°

Esta especie es un endémico relativamente raro del centro de México. Es una
planta atractiva, que tiene un habito que recuerda el de algunas orquideas

terrestres.

3.11.2. Clasificacién (categorias taxonGmicas superiores)

La Astragalus radicans o Astragalus reptans es una planta del subreino
Traqueobionta (plantas vasculares), superdivision Spermatophyta (plantas con
semillas), division Magnoliophyta (plantas con flor), clase Magnoliopsida

(dicotiledéneas), subclase Rosidae, orden Fabales. *

3.11.3. Distribucion
Area de origen es el centro de México, distribuida por el centro de México y el

Estado de México; los ejemplares que se ilustran se encontraron en Puebla.

23




Evaluacion del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso de Astragalus radicans en
ratones CD1 | Calderén Chavez Karen Monserrat

También aparece en el listado floristico de la Cuenca del Rio Balsas para

Michoacan.*

3.11.4. Composicion fitoquimica
Contiene polisacéridos, glucésidos triperténicos, flavonoides, aminoacidos, aminas

biogénicas (betaina, colina y GABA), oligoelementos y saponinas.

Componente Fitoquimico Estructura quimica

o. or
Saponinas Triterpenoides > :
L Astragaloside IV

o - H :
o) = 5 OH
OH fo)
HO
OH
OH OH
OH
O
o~
HO O
Flavonoides
OH
OH

SULFURETINA
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o O

FLAVOMA BOFLAVONA
B-Glucano de Levadura
CH,0OH CHa0H

", y— |

“ © ° | paoo
lucosa
0 g
OH OH
OH OH
Polisacaridos cuzou cuzou CHz
— Lo— L o 0—
M M OH
OH
B- (1, 3) D-glucosa 8- (1, 3) D-glucosa B- (1, 3) D-glucosa

B- (1, 3) D-glucanasa

Polimero de $-(1,3) D con ramificaciones en unidades 3-(1,6)

Tabla 2. Estructuras quimicas De los principales componentes fitoquimicos presentes en la
especie Astragalus sp.

3.11.5. Identificaciéon

Planta con los tallos gruesos, tendidos en el suelo (de 20 a 80 cm de largo, 0 a

veces mas), con raicillas en los nudos (incluso en las ramas que lleva las

inflorescencias); hojas compuestas de 21 a 31 foliolos que miden de 10 a 25 mm

de largo; racimos densos (con 20 a 30 flores) sobre largos pedunculos erectos; el

estandarte de 12 a 14.6 mm de largo y la quilla de 8 a 10.2 mm de largo, ovario y

fruto cubierto con pelillos.®*
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3.11.6. Usos
Se utiliza la raiz de plantas de cuatro a seis afios de edad, generalmente en dosis
elevadas, de 5 a 10 g diarios, por lo comun en forma de infusion o bien en

capsulas o extractos.

El Astragalus radicans es un adaptégeno” que tiene la capacidad de ayudar al
cuerpo a combatir el estrés fisico, emocional o mental, estimula la inmunidad en
casos de hepatitis virica o alcohdlica, en enfermedades degenerativas
autoinmunes como el lupus eritematoso y también como protector generalmente
en afecciones infecciosas y en el infarto agudo al miocardio. En un estudio se
descubrié que la planta contiene propiedades tanto antiinflamatorias como

antibacterianas.

En general es un tonico de las glandulas de secrecién interna, y como

galactogogo" estimula la secrecién lactea de las madres.
No tiene efectos secundarios de importancia.®*
Estos son otros beneficios de la raiz de Astragalus sp.:

e Ayuda a tratar la anemia fortaleciendo los vasos sanguineos y mejora la

circulacion deficiente.®

" Los adaptégenos son sustancias que aumentan la resistencia a un amplio espectro de factores
dafiinos (factores de estrés) de diferentes naturalezas fisicas, quimicas y biolégicas. Se consideran
reguladores metabdlicos, que aumentan la capacidad de un organismo para adaptarse a los
factores ambientales y evitar dafios causados por tales factores.

" Los galactogogos son sustancias naturales o farmacolégicas que ayudan a mantener la

produccioén de leche materna.
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Previene la gripe y resfriados. Tomarlo antes de enfermarse ayudard a
estimular la funcién del sistema inmunolégico y evitard resfriados.
Promueve el sistema inmunoldgico y ademas proporciona antioxidantes que
ayudan al cuerpo a combatir el dafio de los radicales libres. *

Promover la salud cardiovascular. Mejora los sintomas de la cardiopatia
isquémica. También se observé que alivia el dolor de angina, aumenta la
actividad de la bomba de sodio y previene la obstruccion de la arteria
coronaria, principalmente debido a las saponinas que se encuentran en el
extracto de su raiz.*’

Controlar la diabetes. Tiene la capacidad de reducir los niveles de azucar
en la sangre y mejorar su sensibilidad a la insulina.*®

Favorece la salud cutanea. Beneficia la piel al favorecer el flujo sanguineo
y acelerar la sanacion de heridas. Estos beneficios son posibles debido a su
componente APS-1, que tiene un efecto directo en el ciclo celular,
reparacion de la secrecion y sanacion de la inflamacion. También previene
la ruptura de la elastina, lo que ayuda a la piel a mantener su textura,
firmeza y flexibilidad.*

Alivia los efectos secundarios de la quimioterapia. Estudios demuestran que
esta planta tiene la capacidad de ayudar a aliviar los efectos secundarios de
la quimioterapia, tales como nauseas, vomitos y fatiga.*’

La demanda de esta planta también se dispar6é debido a los beneficios de
refuerzo inmunoldégico que pueden favorecer a las personas en

quimioterapia.**
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Los estudios también sugieren que la raiz de Astragalus sp. puede tener
propiedades antitumorales, lo que ayuda en la prevencion de los

melanomas y la leucemia.*
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4. Planteamiento del problema

La herbolaria mexicana se remonta a la época prehispanica cuando las
civilizaciones tenian profundo conocimiento sobre las plantas para tratar distintas
enfermedades, ahora el uso de plantas medicinales es una practica comun
alrededor del mundo. México ocupa el segundo lugar a nivel mundial con
aproximadamente cuatro mil quinientas plantas medicinales distribuidas en todas
las regiones, pero se estima que solo el cinco por ciento han sido estudiadas para
validar quimica, farmacoloégica y biomédicamente los principios activos que

contienen. *

La raiz de Astragalus radicans se emplea empiricamente en la medicina
tradicional para estimular las defensas naturales del organismo, equilibra el
organismo en situaciones de estrés y normaliza funciones vitales como el nivel de
glucosa, la frecuencia cardiaca y la oxigenacion sanguinea; ya que la
Organizacion Mundial de la Salud reconoce la importancia de las terapias
tradicionales puesto que otorga un gran aporte a la medicina moderna, surge la
necesidad de estudiar el efecto terapéutico que produce el extracto acuoso de las

raices de Astragalus radicans en el sistema inmunologico de ratones CD1.
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5. Hipoétesis de trabajo

De acuerdo con los antecedentes tedGricos y empiricos que sugieren que la
infusion de la raiz de Astragalus radicans es capaz de ejercer un efecto regulador
sobre el sistema inmunoldégico, la administracion de un extracto acuoso de raiz de
Astragalus radicans a un grupo de ratones CD1 durante un periodo determinado
producird cambios en parametros inmunolégicos como la cuantificacion de células
productoras de anticuerpos, hemaglutinacion y niveles de proteinas séricas en

comparacion a los grupos testigos.
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6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la respuesta del sistema inmunologico en un modelo de ratones
CD1 mediante la ministracion oral del extracto acuoso de raiz de Astragalus

radicans.

Objetivos especificos

Realizar las técnicas de Jerne y microhemaglutinacion en grupos de
ratones CD1 tratados y testigo para cuantificar la produccion de
anticuerpos.

Medir el nivel de proteinas totales de los grupos de ratones tratados
mediante el método de Lowry.

Determinar los cambios en los niveles de proteinas de los grupos de
ratones tratados mediante la cuantificacion de proteinas séricas totales con
la técnica de electroforesis de proteinas en acetato de celulosa.

Calcular el indice renal, esplénico, cardiaco y hepatico para determinar

cambios fisioldgicos en los ratones de los grupos tratados.
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7. Disefio experimental

7.1. Disefio del estudio

e Tipo de estudio: Experimental, prospectivo y longitudinal

e Poblacion de estudio: Ratones CD1

e Criterios de inclusién: Ratones macho de entre 35y 40g de peso

e Criterios de exclusion: Ratones hembra o aquellos ratones que desarrollen
lesiones o infecciones

e Criterios de eliminacion: Ratones que desarrollen tumores, infecciones a lo
largo del ensayo o muerte.

e Variable independiente: Tratamiento (solucion salina para ratones testigos y
extracto acuoso de Astragalus radicans 100 mg/kg y 200 mg/kg de peso
para ratones tratados).

e Variable dependiente: Resultados obtenidos de las pruebas de
cuantificacion de células formadoras de placa, hemaglutinacion,
cuantificacion de proteinas séricas totales, electroforesis y calculo de

indices organicos de cada uno de los animales experimentados.
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8. Material

v" Tubos Eppendorf

v" Embudo Buchner (KIMAX)

v Gradillas

v' Matraz Erlenmeyer (KIMAX)

v' Probetas de diferentes capacidades

v" Vasos de precipitados de diferentes capacidades (KIMAX)
v" Tubos de ensayo de 13 X 100mm

v' Tubos de ensayo de 13 X 180 mm

v Cajas Petri de vidrio (de tamafio pequefas)

v Colador de malla fina

v Mechero Fisher

v Estuche de diseccion

v Pipetas Pasteur

v Pipetas graduadas de diferentes capacidades (KIMAX)
v' Pipetas automaticas de diferentes capacidades (Jencons)
v" Puntillas para pipetas automaticas (OXFORD Labware)
v' Papel parafilm (American National Can)

v' Papel Glassine

v" Matraz aforado de 500 mL

v' Tripie

v" Malla de asbesto

v Guantes de asbesto
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v Jeringas con canulas metdlicas de 1 mL (Laboratorio 1 PA UMIEZ)
v' Jeringade 1 mL

v Espétulas

v Jaulas para ratones

v' Cémara de Neubauer

v Placas de microtitulacion de 96 pozos con fondo V

Equipo

v Agitador Vortex — Genie 2

v Bafio metabdlico (PRECISION)
v' Centrifuga (Premiere)

v" Rocker Platform (Bellco Glass)
v' Rotavapor (Yamato)

v" Transiluminador UV (UVP)

v" Microscopio (ZEISS)

v Incubadoras (SHEL LAB)

v' Congelador (Mabe)

v" Procesador de alimentos (Oster)
v/ Céamara de electroforesis (Sepratek)

v" Fuente de poder

Instrumentos

v/ Balanza analitica (ADAM)

v' Bascula para animales (TECNO COR)
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v Espectrofotometro (JENWAY)
Material biolégico

v 36 ratones
Reactivos

v Glo6bulos rojos de carnero al 10% (Laboratorio 1 PA UMIEZ)
v Globulos rojos de carnero al 1% (Laboratorio 1 PA UMIEZ)
v" Medio minimo esencial de Eagle (MEM) (SIGMA)

v' Agarosa al 0.6% (Type 1: Low EEO)

v' Complemento de cobayo fresco (Laboratorio 1 PA UMIEZ)
v' Agua destilada (Theissier)

v Alcohol etilico al 70% (J.T. Baker)

v’ Eter etilico (J.T. Baker)

v/ Extracto de Astragalus radicans (Laboratorio 1 PA UMIEZ)
v Solucioén fosfato de sodio dibasico (PBS)(Pisa)

v Solucién Alsever

v’ Carbonato de sodio

v Hidroxido de sodio

v' Tartrato de sodio y potasio

v Sulfato de cobre

v' Albumina

v Buffer de alta resolucién para electroforesis

v" Folin Cicoteau
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v" Rojo de Ponceau al 5%

v" Soluciéon de acido acético al 5%

Para la evaluacion de los resultados obtenidos del presente trabajo se empleé el

programa SPSS version 22.

Usando el programa Sigma Plot version 11.0 para Windows se obtuvieron las

siguientes gréfica

9. Métodos

9.1. Obtencion del extracto

Se recolectaron las raices de Astragalus radicans, se lavaron cuidadosamente
para quitarles la tierra que pudieran tener, se dejaron secar, se molieron y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL agregando 300 mL de agua
destilada, éste matraz se colocé en ebullicibn durante 2 horas cuidando que la
mezcla no se proyectara y se derramara para poder obtener una infusion con las
raices obtenidas, se enfrié y se dejo reposar durante 48 horas en el refrigerador,

esta mezcla se filtré, primero a través de una gasa y luego al vacio.

El extracto se obtuvo con ayuda de un rotavapor a 60°C y vacio durante 7 horas,
practicamente hasta sequedad, luego se colocO éste extracto en un vaso de
precipitados dentro de una estufa para eliminar el agua casi por completo y asi se
obtuvo una pasta semisolida color caramelo que sirvi6 para preparar las

soluciones de prueba que se administraron a los animales.
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Imagen 7. Infusion de raices de Astragalus radicans

Imagen 8. Extracto acuoso de Astragalus radicans en
rotavapor
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9.2. Preparacion de los animales

Se estudiaron 36 ratones que se separaron en dos grupos de 18 ratones, un grupo
se ocupl6 para realizar la técnica de Jerne y otro para microhemaglutinacion y
electroforesis. Cada uno de estos grupos se separaron en tres subgrupos de 6
ratones, al primero, el grupo testigo se les ministré 0.2 mL de solucion salina
fisiologica por via oral con ayuda de una canula diariamente, al segundo grupo,
uno de los grupos tratados se le administr6 100 mg/kg por peso de una solucién
preparada con el extracto de Astragalus radicans, al tercer grupo tratado se les
ministré 200 mg/kg por peso de la misma solucién, con una duracién de 7 dias

para el grupo Jerne y 14 dias para el grupo microhemaglutinacion y electroforesis.

Imagen 9. Raton CD1 con una masa Imagen 10. Ministracion oral de extracto
aproximada de 25 g. acuoso de Astragalus radicans a raton
CD1 con canula.
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9.3. Técnica de Jerne

Después de 7 dias de ministracion oral del extracto acuoso de Astragalus radicans
(Testigo, 100 mg/kg y 200 mg/kg), se sensibiliz6 a todos los ratones inoculandolos
por via intraperitoneal con 0.2 mL de una solucion al 10% de globulos rojos de
carnero utilizando una jeringa tipo tuberculina, cinco dias después de la
sensibilizacién se sacrificaron los animales colocandolos en camara de éter para
posteriormente poder extraerles el bazo que se fueron colocando en una caja Petri
chica de vidrio que contenian 4 mL de MEM (medio minimo esencial de Eagle). Se
separaron las células del estroma del bazo con ayuda de un colador de malla fina
y en un tubo de ensayo de 13 X 100 mm, luego se colectaron las células con
ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo de ensayo limpio y se dejé sedimentar un
minuto, se transfirio el sobrenadante de células a un segundo tubo, de este ultimo
tubo se realizaron diluciones 1:20 en MEM. Se mezclaron alicuotas de 0.1 mL de
las diluciones de las células, en tubos que contenian 2 mL de agarosa al 0.6%, en
MEM y se habian mantenido en bafio metabdlico a 45°C, también se adicionaron
0.2 mL de una suspension de glébulos rojos de carnero al 10%, cada tubo se
mezcld en un Vortex y se vacié en cajas Petri chicas que se dejaron solidificar sin

mover durante 10 minutos.

Se incubaron las placas a 37°C por 45 minutos, una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se adicion6 a cada placa 2 mL de complemento de cobayo fresco
diluido 1:10 en MEM. De nuevo se incubaron las placas a 37 °C por 30 minutos
mas; una vez cumplido el tiempo se desechdé el complemento diluido y se sustituy6

por 2 mL de MEM frio para detener la reaccion.
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Se contd el numero de células formadoras de placa y se realizé un célculo para

reportarlas por bazo (ver anexo).

Imagen 11. Sensibilizacion de ratén con 0.2 mL de glébulos rojos
de carnero al 10 %.

9.4. Microhemaglutinacion

Se colocé una gota de 50 pL de solucion fosfato de sodio dibasico (PBS) en cada
uno de los pozos de la placa de microtitulacion, con una pipeta automatica de 50
pL se tomd suero de la primera muestra y se deposito en el primer pozo, tomando
y depositando el suero mezclandolo bien 10 veces consecutivas en cada pozo
hasta llegar al pozo numero 11, el pozo numero 12 se dejé como testigo negativo
de la prueba. Se realiz6 lo mismo para cada muestra de suero de los 18 ratones
tratados. Se agregd 50 pL de una solucién de globulos rojos de carnero al 1% en

cada uno de los pozos de todas las filas, mezclandolo bien con ayuda de la
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plataforma Rocker. Se incubo a 37°C por 1, trascurrido este tiempo se leyo el titulo

de aglutinacién de cada fila.

Imagen 12. Material utilizado en técnica de microhemaglutinacion.

9.5. Cuantificacidon de proteinas totales

Para este experimento se utilizd6 el método de Lowry donde se prepararon 4
soluciones. Para la solucion A: se pesé 2.0 g de carbonato de sodio y se
disolvieron en 100 mL de NaOH al 0.4%. Solucion B;: se pes6 1.0 g de tartrato de
sodio y potasio y se disolvio en 50 mL de agua destilada. Solucion B,: se pesé 0.5
g de CuS0O4 vy se disolvio en 50 mL de agua destilada. La solucion de trabajo C se
preparé colocando 100 mL de solucion A, 1.0 mL de solucién B; y 1.0 mL de
solucion B, En tubos de ensayo se coloco 0.1 mL de cada muestra de suero, se
agrego 0.9 mL de agua destilada y 3 mL de la solucion C, se mezcl6é durante 5

segundos en un Vortex y se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos,
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transcurrido este tiempo se agregar 0.1 mL de Folin Cicoteau y se incubd durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se ley6é a 600 nm en un espectrofotometro
utilizando como patrén una solucion de 250 pg/mL de albumina de huevo y un

blanco de agua destilada.

9.6. Electroforesis de proteinas séricas en acetato de celulosa

Se humedecié una tira de acetato de celulosa en el buffer de alta resolucién que
contiene el kit Sepratek®, se saco la tira del recipiente que contenia el buffer con
ayuda de unas pinzas y se elimino el exceso de humedad colocando la tira entre
dos capas de papel filtro. Se colocé la tira de acetato de celulosa en la camara de
electroforesis y se aplicaron las muestras con ayuda del aplicador especial para

esta operacion.

Se conectaron los electrodos, se prendio la fuente de poder y se dejé correr
durante 25 minutos a 200 volts, trascurrido este tiempo se apagoé la fuente de
poder, se desconectaron los electrodos y se desmontd la tira de acetato de

celulosa.

Se colocd la tira en el colorante rojo de Ponceau al 5 % durante 10 minutos para
revelar, después se paso a una solucion de acido acético al 5% para decolorarla
hasta que se observaron las bandas sobre el fondo blanco. Se colocd la tira sobre
un vidrio libre de grasa y se sec6 con la ayuda de una secadora de cabello. Se
dejé reposar unas horas y se despeg6 del vidrio. Se realiz6 la interpretacion de las

membranas en un densitometro y con la ayuda del programa Image J.

42




Evaluacion del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso de Astragalus radicans en
ratones CD1 | Calderén Chavez Karen Monserrat

9 10 11 12 33 15

16 18

Imagen 13. Placa de electroforesis en acetato de celulosa coloreada con rojo de Ponceau.

9.7. Indices esplénico, cardiaco, hepatico y renal

Antes del sacrificio se pes6 a cada raton luego, se pesé en una balanza analitica
cada organo diseccionado de cada animal (bazo, corazon, higado y ambos
rifones juntos), registrando hasta la cuarta cifra después del punto decimal. Se

aplico la siguiente formula para determinar el indice de los érganos:

W 6rgano (g)) +100
W ratén (g)

indice del 6rgano = (

Imagen 14. Organos
diseccionados (bazo,
coraz6én, higado vy
rifiones) para calcular
indices organicos
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10. Resultados

La cantidad de extracto sélido que se obtuvo a partir de la raiz de Astragalus
radicans que inicialmente peso 30 g fue de 2.7123 g por lo que se determind que

el rendimiento de la extraccion fue de 9.041 %.

10.1. Comparacion de medias de las células formadoras de anticuerpo
/ millon de células nucleadas con latécnica Jerne
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Gréfica y tabla 1. Los valores representan las medias + desviaciones estandares de la
cuantificacién de Células formadoras de placa/ bazo de los diferentes grupos tratados.
10533.33 + 1908.59; 7173.33 + 732.53 y 6240.00 £ 896.57, grupo control, 100 mg y 200
mg respectivamente P=0.190 NS.
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10.2. Comparacién de las medias de las células formadoras de
anticuerpo / bazo con la técnica Jerne
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control 100 mg 200 mg
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Gréafica 2. Los valores representan las medias = desviaciones estandares de la
cuantificacién de Células formadoras de placa / millon de los tres grupos tratados. 107.36
+ 36.54; 62.56 + 3.97 y 65.84 + 16.07, grupo control, 100 mg y 200 mg respectivamente
P=0.382 NS.

10.3. Comparacion de las medias del inverso del titulo de
microhemaglutinacién

350
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Inversa del titulo de aglutinacion
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control 100 mg 200 mg

Tratamiento

Gréafica 3. Representa las medias del inverso de la dilucibn del titulo en
microhemaglutinacion + desviaciones estdndares de los grupos tratados. 261.33 + 62.05;
138.66 + 25.68 y 128.00 + 0.00, grupo control, 100 mg y 200 mg respectivamente con una
P=0.127 NS.
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10.4. Comparacién de las medias de la concentracion de proteinas
totales
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Grafica 4. Representa las medias + las desviaciones estandares de la concentracion de
proteinas totales de los grupos tratados. Grupo control 4.64 + 0.019; 100 mg con una
media de 4.70 £ 0.13 y 200 mg con una media de 4.77 £ 0.12. P=0.675 NS.

10.5. Comparacion de las medias de la concentracion de Albamina en
proteinas totales
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Gréfica 5. Representa las medias + desviaciones estdndares 2.17 + 0.0098; 1.77 + 0.13 y
1.91 + 0.10, grupo control, 100 mg y 200 mg respectivamente de mg / dL de Albumina P=
0.198 NS.
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10.6. Comparacion de las medias de la concentraciéon de a;-globulina
en proteinas totales
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Gréfica 6. Representa las medias * desviaciones estandares de a;-globulina en mg/dL de
los grupos tratados, 0.67 + 0.01; 0.63 + 0.13 y 0.57 + 0.11, grupo control, 100 mg y 200
mg respectivamente P=0.258 NS.

10.7. Comparacion de medias de la concentracion de a,-globulina en
proteinas totales
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Grafica 7. Representa las medias * desviaciones estandares de a,-globulina en mg/dL de
cada uno de los grupos tratados. 0.46 + 0.01; 0.78 + 0.15y 0.74 = 0.22, grupo control, 100
mg y 200 mg respectivamente P=0.320 NS.
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10.8. Comparacion de medias de la concentracion de B-globulina en
proteinas totales

1.4
1.2 4 -[
1.0 A - T
o
Z 08
=)
E
©
b 0.6
m
0.4 4
0.2 A
0.0 T T T
Control 100 mg 200 mg
Tratamiento

Gréfica 8. Representa las medias + desviaciones estandares de -globulina en mg/dL de
cada uno de los grupos tratados. 0.979 + 0.01; 0.974 £ 0.04 y 1.13 £ 0.15, grupo control,
100 mg y 200 mg respectivamente P=0.349 NS.

10.9. Comparacion de medias de la concentracion de y-globulina en
proteinas totales
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Grafica 9. Representa las medias + desviaciones estandares de y-globulina. 0.35 + 0.03;
0.52 £0.05y 0.36 = 0.07, grupo control, 100 mg y 200 mg respectivamente P=0.125 NS.
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10.10. Comparacién de medias del indice esplénico
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Grafica 10. Representa las medias + desviaciones estandares de los indices esplénicos
de cada uno de los grupos tratados. 0.362 + 0.016; 0.390 + 0.030 y 0.326 = 0.017, grupo
control, 100 mg y 200 mg respectivamente, P=0.162 NS.

10.11. Comparacion de las medias del indice renal
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Gréfica 11. Representa las medias + desviaciones estandares de los indices renales de
cada uno de los grupos tratados. 1.57 £ 0.06; 1.41 + 0.07 y 1.47 = 0.03, grupo control, 100
mg y 200 mg respectivamente, P=0.224 NS.
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10.12. Comparacién de las medias del indice hepatico
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Grafica 12. Representa las medias * desviaciones estandares de los indices hepaticos de
cada uno de los grupos tratados. 7.13 £ 0.18; 6.63 + 0.39 y 6.77 £ 0.24, grupo control, 100
mg y 200 mg respectivamente, P=0.472 NS.

10.13. Comparacion de las medias del indice cardiaco
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Gréfica 13. Representa las medias + desviaciones estandares de los indices cardiacos de
cada uno de los grupos tratados. 0.568 + 0.031; 0.550 = 0.028 y 0.514 = 0.022, grupo
control, 100 mg y 200 mg respectivamente, P=0.981 NS.
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11. Discusion de resultados

Con base en los resultados obtenidos del presente estudio se puede observar que
la ministracién diaria del extracto acuoso de Astragalus radicans produjo una
disminuciéon en el nimero de células formadoras de anticuerpos con respecto al
grupo de animales a los que solo se les ministré solucion salina, es decir, que el
namero de células que producen inmoglobulinas del tipo M se vio reducido. En la
gréfica 1 (células formadoras de anticuerpos / bazo), se observa también que el
numero de células productoras de anticuerpos es dependiente de la concentracion
de Astragalo que se ministre, mientras mayor sea la concentracion del extracto
menor serd la produccion de células formadoras de placas. Podemos encontrar
una diferencia de medias en un intervalo de confianza del 90 % entre el grupo
control (solucion salina isotonica) y el grupo en tratamiento de 200 mg / kg, con
una significancia P= 0.078. En la grafica 2 (células formadoras de anticuerpo /
millén), se puede observar que igualmente el nimero de células productoras de
anticuerpos se ve reducido en los grupos en tratamiento a comparacion del grupo
control, no encontrando una diferencia significativa entre sus medias en el

intervalo sefialado.

Analizando los datos obtenidos de la prueba de hemaglutinacion después de 15
dias de tratamiento con el extracto, se encontré diferencia significativa de las
medias comparadas igualmente en un intervalo de confianza del 90 % entre el
grupo control (solucién salina isoténica) contra el grupo en tratamiento de 200 mg /

kg de extracto acuoso de Astragalus radicans P=0.099. Se puede observar que de
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igual manera el titulo de hemaglutinacion depende de la concentracion que se
ministra. EI nimero de células que producen inmoglobulinas del tipo G se ve

significativamente reducida.

Para las proteinas totales no se observé un cambio en los niveles séricos de los
ratones tratados con el extracto acuoso de Astragalus radicas comparado con el
grupo control después de 15 dias de tratamiento ya que no se observa una
diferencia significativa entre sus medias (P=0.675) usando un nivel de significancia

de 0.05.

Con el andlisis de los electroferogramas fue posible determinar que se produjo una
alteracion en los niveles de imunoproteinas de los ratones tratados con extracto de
Astragalus radicans. Encontramos que en la albumina se presentd una
disminucién significativa de esta proteina en los ratones tratados con el extracto,
comparados con el nivel de albumina de los ratones a los que solo se les ministro
solucion salina isotdnica; se puede observar una diferencia de medias en el grupo
tratado con 100 mg /kg de extracto respecto al grupo control, P=0.029. Para la a;-
globulina no se muestra una diferencia significativa de medias, pero podemos
observar en la gréfica que los niveles de esta proteina disminuyen
proporcionalmente a la concentracion del extracto de Astragalus radicans. Para la
a,-globulina se observa una mayor concentracion de ésta proteina en los grupos
tratados que en el grupo control, sin diferencia de medias al igual que B-globulina 'y
y-globulina no se muestra una diferencia de medias significativa en la cantidad
presente en suero de los animales tratados con solucion salina isotonica y los que

recibieron el extracto de Astragalus radicas.
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Se observo que, para el indice esplénico, indice renal, indice hepético e indice
cardiaco no se muestran diferencias significativas en las medias, P = 0.162; P =

0.224; P =0.472 y P = 0.390 respectivamente.

En el analisis estadistico no se muestra diferencia significativa entre el peso
corporal de los ratones en tratamiento con extracto acuoso de Astragalus radicans
y los ratones que solo recibieron solucién salina, asi que puede deducirse que el

extracto de Astragalus radicans no produce cambios en la masa corporal.
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12. Conclusiones

Se evalud el efecto inmuno-regulador del extracto acuso de Astragalus radicans
en un modelo in vivo en ratones CD1 y se encontré que la cantidad de células
formadoras de anticuerpos son menores en los animales tratados en relacién con
los animales testigo del ensayo, asi mismo el titulo de anticuerpos medidos por
hemaglutinacién tuvo el mismo comportamiento, los titulos menores se
encontraron en los animales tratados, lo que nos sugiere una regulacion en la

respuesta inmune.
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13. Perspectivas

Los resultados del estudio justifican:

Disefiar un ensayo aplicando pruebas mas especificas para cada tipo de
inmunoglobulina que permita determinar con mayor precision qué tipo de células

afecta y asi el mecanismo con que acttan los componentes.

Disefiar un ensayo utilizando un tercer grupo para poder determinar la dosis

minima efectiva y la dosis letal.

Disefiar un ensayo que solo tenga como objetivo evaluar la seguridad de los

componentes del extracto.

Disefiar un ensayo para evaluar el extracto de las raices de Astragalus radicans

frente a enfermedades autoinmunes y alergias para demostrar su efectividad.
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15. Anexos

15.1. Diagramas de flujo de los métodos realizados

15.1.1. Diagrama de flujo de la obtencidn del extracto de las raices de
Astragalus radicans

Recolecétar raices
e
\ 4
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15.1.2. Diagrama de flujo de la técnica de Jerne
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15.1.3. Diagrama de flujo para Microhemaglutinacién
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15.1.4. Diagrama de flujo para la cuantificacién de proteinas totales por el
método de Lowry
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15.1.5. Diagrama de flujo para electroforesis de proteinas séricas en acetato
de celulosa
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15.1.6. Diagrama de flujo para determinar indices organicos
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Electroferogramas
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Imagen 15. Electroferogramas de los grupos de ratones en tratamiento (1-6: grupo
control; 7-12: grupo 100 mg / kg y 13-16 : grupo 200 mg / kg.
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- Cédlculos para obtener el numero de células formadoras de placa

# de células contadas X 10* X 4 (mL totales) = # CFP/ bazo

264 10 4 10560
300 10 4 12000
224 10 4 8960
144 10 4 5760
472 10 4 18880
176 10 4 7040
200 10 4 8000
248 10 4 9920
164 10 4 6560
112 10 4 4480
168 10 4 6720
184 10 4 7360
200 10 4 8000
68 10 4 2720
132 10 4 5280
204 10 4 8160

Tabla 3. Células formadoras de placa / bazo obtenidas a partir de las

células formadoras de placa en cada una de las cajas Petri

- Calculos para obtener UFP/millén

# Células contadas X 10* X 20*
X 4 mL MEM

# de CFP/bazo

células / mm?® X 1000 = células / mL

células X10°/ bazo

=# UFP / millobn

células X10° / bazo

*Factores de diluciéon

67




Evaluacion del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso de Astragalus radicans en
ratones CD1 | Calderén Chavez Karen Monserrat

136 1360 27200 27200000 27.2 108.8 1.25
171 1710 34200 34200000 34.2 136.8 1.25
137 1370 27400 27400000 27.4 109.6 1.25
199 1990 39800 39800000 39.8 159.2 1.25

83 830 16600 16600000 16.6 66.4 1.25
154 1540 30800 30800000 30.8 123.2 1.25
154 1540 30800 30800000 30.8 123.2 1.25
163 1630 32600 32600000 32.6 130.4 1.25
121 1210 24200 24200000 24.2 96.8 1.25
113 1130 22600 22600000 22.6 90.4 1.25
158 1580 31600 31600000 31.6 126.4 1.25
144 1440 28800 28800000 28.8 115.2 1.25
126 1260 25200 25200000 25.2 100.8 1.25
146 1460 29200 29200000 29.2 116.8 1.25
194 1940 38800 38800000 38.8 155.2 1.25
135 1350 27000 27000000 27 108 1.25
118 1180 23600 23600000 23.6 94.4 1.25

74 740 14800 14800000 14.8 59.2 1.25

Tabla 4. Células formadoras de placa / bazo obtenidas a partir de las células formadoras de
placa por célula nucleada

Tabla ANOVA de un factor (p <0.1) de las celulas formadoras de
anticuerpos por bazo y por millon con prueba de Tukey.

90% de intervalo de conflanza

Diferencia de Errar Limite
Variable dependiente () tratamiento () tratamiento | rmedias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
CFPporbazo control 100mg 3360.00000 1822.66878 180 -686.5056 T406.5056
200maq 4293.3333% 1822.66878 078 246.8277 833983849
100maq control -3360.00000 1822.66878 180 -7406.5056 GB6.5056
200maq 933.33333 1822.66878 86T -3113.1723 497983849
200maq control 429333333 1822.66878 .ora -8339.8389 -246.827T7
100mag -833.33333 1822.66878 867 -4979.8389 31131723
CFPpormillan control 100mg 44 80000 32.75804 382 -27.8195 117.514948
200mg 41 51667 32.75604 434 -31.2028 1142361
100mg control -44.80000 32.75504 382 -117.5185 27.91585
200mg -3.28333 32.75504 594 -76.0028 694361
200mg control -41 51667 32.75804 434 -114.2361 31.2028
100mg 3.28333 32.755804 994 -69.4361 T6.0028

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.1.
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CFPporbazo

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa=0.1
tratamiento M 1 2
200mag 6240.0000
100mg 7173.3333 T173.3333
control 5] 10533.3333
Sig. BET 140

Sevisualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armanica = 6.000.

CFPpormilln
HSD Tukey?
Subconjunto
para alfa=
0.1
tratamiento N 1
100mg G2.5650
200mg 658483
control 107.3650
Sig. 382

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de |a
media arménica= §.000.

- Tabla ANOVA de un factor (p < 0.1) del titulo de hemaglutinacién

90% de intervalo de confianza
Diferencia de Error ) Limite

() tratamiento __ (Jj tratamiento | medias () estandar Sig. Limite inferior superior
control 100mg 12266667 56.76574 113 -4.0B873 2404206
200mg 133.33333 58.53641 098 3926 266.2740
100mg control -122 66667 56.76574 113 -240.4206 4.0873
200mg 10.66G67 58.53641 882 -122.2740 1436074
200mg control 413333333 58.53641 0599 -266.2740 -.3926
100mg -10.66G67 58.53641 882 -143.6074 122.2740

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.1.
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HSD Tukey™®

Subconjunto para alfa= 0.1
tratamiento M 1 2
200mg 5 128.0000
100mg 6 138.6667 138.6667
control f 261.3333
Sig. 982 A27

Sevisualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de 1a media
armdnica = 5.625.

k. Los tamanfios de grupo no son iguales. Se utiliza la
media armdnica de los tamafios de grupo. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.

- Tabla ANOVA de un factor (p < 0.05) del nivel de inmunoglobulinas
en proteinas totales con prueba de Tukey

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

Variable dependiente  (I) tratamiento  (J) tratamiento | medias {-J) estandar Sig. Limite inferior superior
albumina contral 100mag 401333 137894 029 04043 TB224
200ma 259533 144625 207 -118398 (63806
100mag control -.401333 137894 028 - TE224 -.04043
200mg - 141800 144625 601 -A2032 23672
200mg contral -.259533 144625 207 -.63806 1889
100ma 141800 144625 601 - 23672 52032
alfal control 100ma 039333 058463 783 -11368 18235
200mg 099633 061317 268 -.0E085 26012
100mg control -.039333 058463 783 -19235 11368
200mg 060300 061317 589 -10018 22078
200ma contral -.099633 081317 268 - 26012 [0B0BA
100ma - 060300 061317 589 - 22078 10018
alfaz control 100mg - 317333 204763 .299 -.B5326 21859
200mag -.280367 214757 415 -.84245 28171
100mg contral 317333 204763 .299 -.21858 85326
200ma 036967 214787 984 -52511 EEDL
200mag control 280367 214757 415 -28171 84245
100mg - 036967 214757 584 -.A49905 52511
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beta control 100mag 004333 125868 959 -.32510 33377
200mg -.199000 132012 317 -54451 14651

100ma control - 004333 125868 999 -.33377 32510

200mg -.203333 132012 303 -.54884 14218

200ma control 1958000 132012 3T - 14651 A4451]

100mg 203333 132012 303 -14218 54884

gamma control 100ma - 177833 074517 07a -.37288 01720
200mg -.007233 078154 995 -21178 18732

100ma control 177833 074517 076 -01720 37288

200mg 170600 078154 108 -.03395 37815

200ma control 007233 078154 985 -18732 21178

100mag - 170600 07E154 108 -.37515 03395

proteinastotales control 100ma -058333 14430 28 -.4310 3243
200mag - 12767 15134 683 -.5238 2684

100ma control 05333 14430 928 -.3243 4310

200mag -07433 15134 877 -.4704 3218

200ma control 2767 15134 683 - 2684 A238

100mg 07433 15134 877 -.3218 4704

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

HSD Tukey™?

albumina

Subconjunto para alfa=0.05
tratamiento 1 2
100mag ] 1.77400
200mg 5 1.91580 1.91580
contral i 217533
Sig. 501 1498
alfa
HSD Tukey™ "
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratarniento M 1
200mg AT120
100mag G3150
control i] BF083
Sig. 288
alfaz2
HSD Tukey®-P
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
control AG583
200mg T4620
100mg TE317
Sig. 320
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beta
HSD Tukey®?
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
100mg AT46T
caontral 87400
200mg 1.17800
Sig. 283
gamma
HSD Tukey™"®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
control B 35717
200mg 5 36440
100mg B 253500
Sig. 087
proteinastotales
HSD Tukey™®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
caontrol 46483
100mg 47017
200mag 4 7760
Sig. 675

Sevisualizan las medias paralos
grupos en los subconjuntos

homogénens.

a. Ltiliza el tamafio de la muestra de la
media armanica = 5.625.

b. Los tamafios de grupo no son
iguales. Se utiliza la media armdnica
de los tamafios de grupo. Los niveles
de error de tipo | no estan

garantizados.
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- Tabla ANOVA de un factor (P < 0.05) de los indices de dafio
organico con prueba de Tukey.

R

95% de intervalo de confianza

Diferencia de Error Limite
Variable dependiente () tratamiento  (J) tratamienta | medias (I-J) estandar Sig. Lirnite inferior superior
hazo control 100mg -.0283000 .0318188 G5E6 - 111679 054973
200mg 0356700 0333718 548 -051673 23013
100mg contral 0283000 0318188 B5E -.054979 A11579
200mg 0638700 0333718 A7 -023373 151313
200ma contral -.0356700 0333718 548 -123013 051673
100mg -.0639700 0333718 A7 -1851313 023373
rifan control 100mg 15628333 0848169 208 -.069156 374823
200mg 0872533 08859567 534 - 1358671 330078
100mg contral -.1528333 0848169 205 -.374823 069156
200mg -.0555800 0889567 .80y -.288405 ATT245
200mag control -.0872533 0889567 534 -.330078 135571
100mg 0555800 0889567 80g - 177245 288405
higado control 100mg 6043500 4068421 451 -.560470 1.569170
200mg 3676233 4266996 BT72 - 749169 1.484416
100mag contral -.6043500 4068421 451 -1.569170 BE0470
200mg - 1367267 4266996 845 -1.253519 9800686
200mag control - 3676233 4266996 672 -1.4844146 749168
100mg 367267 42665996 845 - 930066 1.253519
corazon control 100mg 0182333 0391461 888 -084223 20680
200mg 0647367 0410567 401 -052720 162194
100mag contral -.0182333 0391461 888 -120690 084223
200mg 0365033 0410567 B5E - 070954 143960
200mag control -.0547367 0410567 A0 - 162194 052720
100mg -.0365033 0410567 656 -.143960 070954
hazo
HSD Tukey™®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
200mg 326680
caontrol 362350
100mg 390650
Sig. 62
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rifion
HSD Tukey® "
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
100mg B 1.417600
200mg 5 1.473180
control G 1.570433
Sig. 224
higado
HSD Tukey™ "
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
100mg 6.634533
200mg 6.771260
control 7138883
Sig. 472
corazon
HSD Tukey®"
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
200mq 5 514080
100mg B AA0583
control £ AeaatT
Sig. 380

Sevisualizan las medias paralos

grupos enlos subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la

media armdnica = 5.625.

b. Los tamafios de grupo no son
iguales. Se utiliza la media armadnica
de los tamafios de grupo. Los niveles

de error de tipo | no estan

garantizados.
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