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Abreviaturas

Abreviatura:

GSLP: Formulacién en gel de un sistema liposomal cargado con D-penicilamina
(GT): Grupo testigo

(GC+): Grupo control positivo

(GC-): Grupo control negativo

(GE+): Grupo experimental AR+

AR: Artritis reumatoide

ThO: Células T virgenes

Th1l: Células T colaboradoras CD4 tipo 1

Th2: Células T colaboradoras CD4 tipo 2

Tc: Células T citotoxicas CD8

NKT: Células T asesinas naturales

APC: Células presentadoras de antigeno profesionales
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

IL-: Interleucina

MCP-1: Proteina 1 quimioatrayente de monocitos
CCL2: Ligando de quimiocina 2

IFN-y: Interferon gamma



Resumen

La artritis reumatoide (AR) es un padecimiento que tiene una prevalencia en un
rango que va del 0.5 al 1.5 por cada 100 000 habitantes, con una comorbilidad que
va en aumento a partir de los 65 afos (Barile et al., 2016). Existen en la actualidad
medicamentos bioldgicos que controlan adecuadamente la enfermedad; sin
embargo, son muy costosos y suelen causar intolerancia por parte del paciente. El
efecto antiinflamatorio de la D-penicilamina en el tratamiento de la AR se ha
demostrado ampliamente; no obstante, por sus efectos secundarios, su empleo ha
sido restringido a casos extremos de la enfermedad. Aunado a lo anterior, se sabe
que la implementacion de sistemas liposomales ha demostrado bajar la toxicidad de
los farmacos encapsulados y mejorar su direccionamiento sitio-especifico. Nuestro
grupo de trabajo establecié un modelo de inflamacion inducida mediante el implante
de pellets y probo el efecto antiinflamatorio de la D-penicilamina con el uso de 3.2
mg/kg de peso y describiendo que una cantidad mayor provoca un decremento de
su actividad (Campos, 2019). En el presente trabajo implementamos un modelo de
AR inducida por colageno (CIA) en ratones DBA para probar el efecto de una
formulacién en gel de un sistema liposomal cargado con D-penicilamina (GSLP)
durante el proceso de inflamacién. La evaluacién del efecto se realizd a partir de
deteccidn de citocinas inflamatorias por citometria de flujo, medicion del area del
bazo y seguimiento fotografico en articulaciones diartrodiales. EI modelo CIA
permiti6 una mejor evaluacion de los efectos antiinflamatorios de GSLP sobre la
inflamacion presentada en la AR, mostrando un incremento en la mayoria de las
citocinas inflamatorias, un incremento del area del bazo y una inflamacion de las
articulaciones diartrodiales. Los resultados obtenidos nos mostraron un claro efecto
antiinflamatorio de GSLP al mostrar una disminucion de los valores inflamatorios en
comparacién con el grupo control con AR inducida; sin embargo, se necesitan mas
estudios para determinar si su efecto se realiza de forma local o sistémica.



Introduccion

En México se ha detectado una prevalencia de artritis reumatoide (AR) de un 1.6 %,
con una comorbilidad que va en aumento a partir de los 65 afos, teniendo un gran
costo econémico para las instituciones de salud del estado, sumado a un costo
significativo para el paciente y su familia, generando como resultado un enorme
golpe econdémico para la sociedad (Barile et al., 2016; Rodriguez et al., 2015).
Ademas, el dolor implicado en el desarrollo de la enfermedad puede conllevar a la
discapacidad debido a la disminucion de la movilidad y a la dificultad para llevar
actividades diarias (Pérez et al., 2022).

La AR es una enfermedad inflamatoria autoinmune caracterizada por afectar a las
articulaciones diartrodiales, generando la hipertrofia de la membrana sinovial y la
destruccion de cartilago y hueso. La etiologia de la enfermedad es aun desconocida,
aunque si se han encontrado factores de riesgo como el sexo femenino, el
tabaquismo o el sobrepeso (Martinez et al., 2021). Existen diversos medicamentos
para su tratamiento, el mas usado en la actualidad es el metotrexato; sin embargo,
presenta una alta hepatotoxicidad (lgualada et al., 2016).

La D-penicilamina es la forma dextro de un compuesto resultante de la hidrolisis de
la penicilina. Su férmula difiere del amino&cido cisteina por la presencia de 2 grupos
CH3 en el carbono B (B, B-dimetilcisteina) (Gdmez & Solis, 2007). El empleo de la
D-penicilamina en el tratamiento de la AR se ha llevado a cabo desde hace mas de
50 afios (Jaffe, 1963); no obstante, debido a problemas con su toxicidad y baja
disponibilidad, su uso se ha limitado a casos criticos, ya que se su administracion
se ha correlacionado con anemia hipoplasica, bronquiolitis obliterante y afectacion
glomerular (Nieves et al.,2017).

Los liposomas son estructuras compuestas por bicapas lipidicas que pueden ser uni
o multilaminares, pequeifias o grandes. Pueden ser disefiados con las
caracteristicas deseadas, como el tipo de carga, tamafio, estructura o adicionarle
anticuerpos especificos; lo que modifica la farmacocinética de las moléculas
acarreadas en su interior, permitiendo la liberacion sitio-especifica de compuestos
terapéuticos, mejorando su seguridad y eficacia (Andrews et al.,2017).

Por lo anterior, creemos que al encapsular la D-penicilamina en un sistema
liposomal puede reducirse su toxicidad y al formularlo en gel mejorar y modular su
liberacion sitio-especifica. Nuestro grupo de trabajo previamente establecié un
modelo de inflamacion inducida mediante el implante de pellets y probé el efecto
antiinflamatorio de una formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina (GSLP) con el uso de 3.2 mg/kg de peso, describiendo que una
cantidad mayor provoca un decremento de su actividad (Campos, 2019). En este
trabajo se evaluo el efecto antiinflamatorio de GSLP a partir de un modelo con mas
similitud a la AR y con un mayor nimero de parametros para determinar su efecto
de forma especifica en la inflamacion articular.



Marco teoérico

Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica, se caracteriza
por una inflamacién cronica de la membrana sinovial y la infiltracion de células del
sistema inmune en ella, como lo son linfocitos T y B, células dendriticas y
mastocitos, en conjunto con una neovascularizacion y la activacion del endotelio
(Aletaha & Smolen, 2018; Martinez et al.,2018). La membrana sinovial (Fig.1) es
una estructura que tapiza la cavidad sinovial de la articulaciones diartrodiales y es
la encargada de la produccién del liquido sinovial que lubrica y nutre el cartilago;
constituida por 2 capas: a) la capa intima (lining), que limita con el espacio articular
y varia en estructura, teniendo de una a cuatro capas de células entremezcladas en
una matriz intercelular amorfa, libre de fibras; conformada por dos tipos celulares
denominados sinoviocitos de tipo A o macréfagos sinoviales y de tipo B o
fibroblastos sinoviales; y b) una capa mas profunda llamada subintima (sublining)
que esta unida al tejido conectivo fibroso, estd vascularizada y presenta tejido
conectivo con algunas células adiposas (lturriaga et al.,2018; lzquierdo & Pablos,
2013; Edwards,2000).

O Macréfagos
© Neutréfilos
(OLinfocitos T
OLinfocitos B
(OMastocitos

&2 Células dendriticas

N\ Fibroblastos sinoviales Hueso
@Osteoclastos ) 5 — Cartilago
. <y LO9
Capa subfintima—| P ey e
O'. ° = -Cépsula articular
e
Cavidad articular con OO °o o ,
liquido sinovial va ®
—Pannus
Q o @
Capa intima
Articulacién sana Articulacién con AR

Fig.1. Esquema del proceso de patogénesis en las articulaciones con artritis reumatoide.



En una articulacién sana los sinoviocitos se encargan de producir liquido sinovial,
pero en la AR, debido a modificaciones epigenéticas, la membrana sinovial
comienza a pasar por un proceso inflamatorio generado a través de la produccion
de mediadores solubles como citocinas, factores de crecimiento y quimiocinas
(Fig.1). Lo anterior provoca la activacion del sistema inmune (innato y adaptativo),
generando el reclutamiento en la membrana sinovial de células dendriticas,
macrofagos, mastocitos, neutrofilos, linfocitos T y linfocitos B que promueven y
mantienen la inflamacion, la proliferacion de sinoviocitos fibroblasticos forma un
frente invasivo, con la proteina de cohesion celular cadherina-11, llamado pannus
qgue invade el cartilago articular y el hueso subcondral (Kolios et al.,2021; Martinez
et al., 2021), la pérdida de masa 6sea es producto de la induccion de osteoclastos
(células encargadas de la resorcion 6sea) y la supresion de los osteoblastos (células
que sintetizan tejido 6seo) (Pino et al.,2021; Florencio et al.,2015). La etiologia de
la AR es aun desconocida, se sabe que en el desarrollo de la enfermedad
intervienen multiples factores de riesgo que pueden ser genéticos o ambientales,
entre los que se encuentra la portaciéon de los subtipos HLA-DR1 y DR4 del gen
HLA DRBL1, el sexo femenino, el tabaquismo y la obesidad (Martinez et al., 2021).
Clinicamente la AR se presenta de forma muy heterogénea y cuenta con diversos
mecanismos patogénicos, que inclusive pueden variar entre pacientes con un
mismo diagndstico (Smolen et al., 2018). La determinacion del factor reumatoide
(FR) en suero humano ha sido el serolégico mas empleado para diagnosticar AR;
sin embargo, aunque los individuos seropositivos tienden a tener un curso mas
severo de la enfermedad, algunos individuos resultan negativos para estos
anticuerpos, (Casanova, 2020; Lépez et al., 2002; Mendoza & Alonso, 2015).

Como ya se menciong, en el desarrollo de la AR participan diversas moléculas, entre
las que se encuentran las citocinas que son proteinas de bajo peso molecular y con
vida media corta que tienen como funcion ser mediadores entre las sefiales
intercelulares. Las principales citocinas que se relacionan con la AR son TNF-q, IL-
1, IL-6, IL-17 e IL-23 que promueven la inflamacion en el tejido de la membrana
sinovial; ademas, la IL-17 también estimula la diferenciacion de osteoclastos
provocando la degradacion de los proteoglucanos del cartilago (Martinez et
al.,2018).

En la actualidad se emplean diversos farmacos para el tratamiento de la AR, por un
lado, los Farmacos Modificadores de los Sintomas (FAMS) que pueden ser
analgésicos o antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y por el otro, Farmacos
Antirreuméaticos Modificadores de la Enfermedad (FAME) que son medicamentos
gue van mas alla de los sintomas de la enfermedad al ejercer una accién para evitar
la progresion y el dafio estructural, promoviendo la remisién de la enfermedad
(Moran et al.,2021). Entre los FAME se encuentra el metotrexato, leflunomida (LFN),
sulfasalazina (SSZ) e hidroxicloroquina que pertenecen al grupo de los FAMEs
(sintéticos o no biologicos), y los FAMED (biolégicos) como el infliximab, Etanercept,
Adalimumab, Rituximab o Abatacept. Algunos FAMEs como sales de oro,



azatioprina, D-penicilamina y ciclosporina se han dejado de utilizar debido a su
menor eficacia o a sus efectos adversos (Moran et al.,2021; Garcia & Prada, 2009).

El proceso inflamatorio

La inflamacion es un mecanismo defensivo que en condiciones normales se activa
en respuesta a la deteccidn de sefiales de dafio tisular, estrés celular o infeccion;
tiene como objetivo promover la reparacion de tejidos y establecer memoria
inmunoldgica en el caso de una infeccion (Martin et al.,2021; Fullerton & Gilroy,
2016). La respuesta inflamatoria puede ser aguda o cronica; en la respuesta aguda
el proceso inflamatorio se activa cuando las células residentes en los tejidos
detectan sefiales de dafio o infeccion, mediante receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), que pueden ser patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMP) o patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), posteriormente estas
células secretan factores inflamatorios como mediadores lipidicos, quimiocina y
citocinas. Lo anterior provoca que se lleve a cabo la activacion del endotelio,
promoviendo la vasodilatacion, el aumento de la permeabilidad vascular y la
expresion de moléculas de adhesién, permitiendo asi la migracién transendotelial
de leucocitos, este proceso es el responsable de los sintomas comunes de la
inflamacion (enrojecimiento, calor y tumefaccion) (Jarlborg & Gabay, 2022). En el
caso de la inflamacién crénica, se puede presentar ya sea por un estimulo
antigénico persistente, como en la AR, o por un estado patologico sin infeccion,
como en la obesidad. Cabe destacar que tanto el sistema inmune innato como el
adaptativo pueden estar involucrados en la respuesta inflamatoria (Martin et
al.,2021). Cuando se elimina el agente que indujo la inflamacion, sin importar si fue
impulsada por el sistema innato o0 adaptativo, se comienza una fase de resolucion,
en donde la sintesis de mediadores proinflamatorios y la formacion del edema se
detiene, en conjunto con la retirada de las células inmunes del tejido, generando un
proceso de desinflamacion. En la actualidad se plantea que las enfermedades
inflamatorias crénicas estan relacionadas con una desregulacion de la fase de
resolucién y una respuesta inmune adaptativa inadecuada (Fullerton & Gilroy,
2016).

Citocinas en la artritis reumatoide

Las citocinas son proteinas con un bajo peso molecular (80kDa), tienen como
funcidn servir como mensajeros para regular multiples procesos en el cuerpo, pero
principalmente estan involucradas en mediar las respuestas inflamatorias e
inmunoldgicas (Jarlborg & Gabay, 2022; De la Cruz Conde, 2014). Las citocinas se
pueden clasificar de acuerdo con su funcion en el proceso inflamatorio, ya sea en
citocinas proinflamatorias o antiinflamatorias (Cuadro 1).



Dentro de las principales citocinas proinflamatorias se encuentran: Factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), Interferén gamma (IFN-y), proteina 1 quimioatrayente
de monocitos (MCP-1), IL-1a, IL-1B, IL-5, IL-6, IL-8, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18,
IL-21, IL-23, IL-32, IL-33, IL-36a, IL-36[3, IL-36Y, factor estimulante de las colonias
de neutrdfilos (FECN), factor activador plaquetario (PAF), factor estimulante de
colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) y la proteina-2 inflamatoria de
macrofagos (MIP-2) (Singh et al.,2021; Chen et al., 2021; Waldmann et al., 2020;
Kandikattu et al.,2019; Gonzalez & Gonzélez, 2019; Dinarello, 2019; Paunovic¢ et al.,
2008). Mientras que en las citocinas antiinflamatorias estan: Factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), IL-4, IL-10, IL-13, IL-35, IL-37, IL-38, IL-1Ra e IL-36Ra
(Su et al.,2022; Iwaszko et al.,2021; Martinez et al., 2021; Dinarello, 2019;
Priyadharshini et al., 2018; Garbers et al.,2018). Algunas citocinas también tienen
propiedades duales dependiendo de su concentracién, un ejemplo es la IL-6 que es
una citocina proinflamatoria, en donde si existe una deficiencia puede producir una
infiltracion prolongada de neutrdéfilos en los sitios de infeccion (Jones & Jenkins,
2018); ademas, hay citocinas como IL-27 que aun no se conocen sus funciones
completamente en el proceso inflamatorio y no se pueden catalogar con certeza en
una u otra categoria (Han et al.,2021).

Cuadro 1. Principales citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias

Citocinas Citocinas
Proinflamatorias Antiinflamatorias

TNF-a

IFN-y e TGFB
IL-1a . L4
IL-18

IL-6 e IL-10
IL-8 o IL-37
IL-12 . IL-38

IL-17
IL-18 e IL-1Ra

IL-21 . IL-36Ra
IL-23
IL-32
IL-33
IL-36a
IL-368
IL-36
MCP-1
FECN
PAF
GM-CSF
MIP-2

Las citocinas tienen un papel crucial en la AR al ser mediadores para el
reclutamiento, diferenciacion y proliferacion de diversos tipos celulares involucrados
en el proceso inflamatorio, esto las vuelve esenciales para entender el origen y



desarrollo de la enfermedad (Kondo et al.,2021; Feria et al.,2020). Ademas, debido
a que multiples citocinas estan relacionadas con la AR las convierte en marcadores
para su diagnostico (Zhao et al,2021). Las principales citocinas relacionadas con la
AR han sido TNF-q, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17,
IL-18, IL-21, IL-23, IL-27, IL-32, IL-33, IL-35 y GM-CSF (Virtanen et al., 2019).
Debido a las caracteristicas de la técnica de analisis de citocinas empleada en este
estudio abordaremos de forma especifica las citocinas TNF-a, MCP-1, IFN-y, IL-10,
IL-6 e IL-12.

TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una proteina homotrimera formada por
157 aminoacidos, la cual puede presentase en forma transmembranal o soluble,
generada principalmente por macréfagos activados, linfocitos T y células asesinas
naturales, (Jang et al.,2021). EI TNF tiene la capacidad de unirse a dos receptores
diferentes, TNFR1 y TNFR2. La unién a cada receptor pone en marcha diferentes
cascadas de sefalizacion que pueden conducir a la apoptosis, diferenciacion,
proliferacion y migracion de células que provocan una reaccion inflamatoria,
clasificAndola como una citocina proinflamatoria. Cabe destacar que igualmente
tiene un papel inductor en la resorcion 6sea al atribuirse a la via de sefializacion del
receptor activador del ligando Nf-kB (RANKL), mediante la activacion directa de las
células precursoras de osteoclastos (Zamri & De Vries,2020).

MCP-1

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), también conocida como
ligando de quimiocina 2 (CCL2), es una proteina monomérica formada por 76
aminoacidos. A diferencia de otras quimiocinas que desencadenan el fenotipo Thi,
la MCP-1 actiia como regulador en la polarizacion de las células ThO hacia un
fenotipo Th2 (Singh et al.,2021). Es producida por diferentes tipos de células,
incluidos monocitos, macrofagos, células endoteliales, células de musculo liso,
fibroblastos, células epiteliales, células mesangiales, células astrociticas y células
microgliales. MCP-1 regula el reclutamiento de monocitos y la activacion de
subpoblaciones de linfocitos T en enfermedades inflamatorias. Ademas, aumenta
las propiedades de destruccibn de monocitos y macréfagos, y mejora la
supervivencia de macrofagos y neutréfilos, definiéndose como una citocina
proinflamatoria (Gschwandtner et al.,2021; Bianconi et al.,2018).

IFN-y

El interferon gamma (IFN-y) es una proteina con una estructura de homodimero
formada por la asociacion no covalente de dos subunidades polipeptidicas que
constituyen una molécula de 50 kDa. EIl interferon-gamma es secretado
predominantemente por linfocitos activados como las células T colaboradoras CD4
tipo 1 (Thl) y las células T citotoxicas CD8 (Tc), las células T yd y las células
asesinas naturales (NK) y, en menor medida, por las células T asesinas naturales
(NKT), las células B y las células presentadoras de antigeno profesionales (APC).
Su expresién es inducida por mitbgenos y citocinas, como IL-12, IL-15, IL-18 e IFN



tipo | (Castro et al.,2018). Las citocinas proinflamatorias, que incluyen TNF-a, IFN-
Y, IL-1B, IL-6 e IL-17A, inducen la produccion de metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) como MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13, fosfolipasa A2, y
ciclooxigenasa-2, que inducen a fibroblastos sinoviales a producir VEGF, IL-8 y
RANKL, y promueven la diferenciacion de monocitos en osteoclastos, los cuales
median la destruccion 6sea en la AR (Zhao et al.,2021). También hay que mencionar
que, aungue el IFN-y generalmente se considera una citocina patdégena en la
autoinmunidad, multiples modelos de autoinmunidad se ven exacerbados por su
deficiencia (Jacobelli et al.,2022).

IL-10

La interleucina 10 (IL-10) humana es una proteina constituida por una cadena de
160 aminoacidos, con un peso molecular de 18.5 kD (Molina, 2000). Las células que
la secretan son macrofagos, monocitos, CD, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos y
células asesinas naturales, ademas de linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 y células
B (Saraiva et al.,2020). La IL-10 es una citocina antiinflamatoria que atenua la
liberacion de citocinas proinflamatorias, particularmente IFN-y, IL-2 y TNF-a (Putra
et al., 2018). Las concentraciones de esta citocina aumentan en el suero y en el
liquido sinovial de pacientes con AR (Segura et al., 2021).

IL-6

La interleucina 6 (IL-6) es una proteina con una estructura formada por 184
aminoéacidos. (Spanko et al.,2021). Es producida principalmente por monocitos,
fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, linfocitos T y B, células
mesangiales y algunas células tumorales. En la AR, los fibroblastos que se
encuentran en la membrana sinovial son la principal fuente de IL-6 (Contreras et al.,
2015). Esta citocina es crucial para la regulaciéon de la respuesta inmune debido a
que es esencial en el proceso de diferenciacién de linfocitos T naive hacia linfocitos
proinflamatorios Th17 o hacia linfocitos T regulador (Treg). Se han observado
valores elevados de IL-6 en una variedad de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, incluida la AR (Hernandez & Valor, 2018). Desde el inicio del proceso
de la AR, la IL-6 se une a varios tipos de células y provoca la migracion de neutroéfilos
hacia las articulaciones, lo que contribuye a la transicién posterior de inflamacion
aguda a crodnica, alteraciones en la diferenciacion de células B, diferenciacién de
células T y angiogénesis (Favalli, 2020).

IL-12

La interleucina 12 (IL-12) es una proteina heterodimérica que esta formada por 2
subunidades (p35 y p40), unidas por enlaces disulfuro. La coexpresion de estas dos
subunidades da como resultado la formacion de un heterodimero (p70)
biol6gicamente activo (Ullrich et al.,2020). La IL-12 es producida por células
presentadoras de antigenos, como las células dendriticas y los macréfagos, y es
crucial para el reclutamiento y las funciones efectoras de las células T CD8 + y NK
(Mirlekar & Pylayeva, 2021). La manifestacion de la AR esta influenciada por las
células Thly Thl7, asociadas con IL-12 e IL-23 (Ullrich et al.,2020).



D-penicilamina

La penicilamina es un producto de la CH
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Fig.2 Estructura quimica de la D-penicilamina

Desde 1964 se ha empleado la D-penicilamina para el tratamiento de la AR, su
efecto terapéutico se debe posiblemente a que conduce una disociacion de los
complejos inmunes y a la supresion de células T (Zampeli et al.,2015). También se
ha utilizado en el tratamiento de cistinuria (Monzoén et al.,2021; Badilla & Herrera,
2019), enfermedad de Wilson (Herrera et al.,2021), intoxicacién por mercurio y
plomo (Sanz & Martinez, 2019 ; Nogué & Corominas, 2018), miopatias inflamatorias
idiopaticas (Hajkhan et al., 2021), esclerodermia, cirrosis biliar primaria, colangitis
esclerosante primaria, hepatitis cronica, queloides, queratosis folicular, amiloidosis,
neuropatia periférica, sinovitis hemofilica, retinopatia del prematuro, proteinosis
lipoide y para la desintoxicacién de alcohol (Bialy & Brenner, 1996; Ishak & Abbas,
2013).

El uso de la D-penicilamina en la actualidad se ha limitado debido a sus efectos
secundarios como rash morbiliforme, pénfigo, mucositis, sintomas
gastrointestinales, nefrotoxicidad, aplasia medular, lupus inducido por farmacos y
sindrome de Goodpasture (hemorragia pulmonar y glomerulonefritis progresiva)
(Medina et al., 2021; Vifias & Bruscas, 2021). El implemento de la D-penicilamina
en el tratamiento de la AR ha sido sustituido por otros farmacos con mayor eficacia
y menor numero de efectos secundarios, conocidos como FAMES convencionales
(FAMEsc), donde actualmente se incluyen Metrotexato, Leflunomida,
Sulfasalazina e Hidroxicloroquina, ademas se ha optado por el empleo de FAMED
como Infliximab, Etanercept y Adalimumab, en monoterapia o en combinacién con
FAMEsc (Moran et al.,2021: Vicens, 2017).

Los mecanismos de accion de la D-penicilamina ain no estan claros; sin embargo,
se ha postulado que su grupo tiol podria alterar los receptores de la superficie celular
mediante la reduccion de enlaces disulfuro a partir de un intercambio tiol-sulfuro
(Choy & Panayi, 1999).



Liposomas

Los liposomas son estructuras vesiculares constituidas por una o varias bicapas
conceéntricas (lamelas) de lipidos anfipaticos, en su mayoria fosfolipidos, que forman
compartimientos en su interior (Gavira, 2020) y fueron descubiertos en 1961 por
Bangham (Bangham, 1961). El principio para la formacion de liposomas se basa en
las caracteristicas de los lipidos anfipaticos que tienen una estructura basica
conformada por una parte hidrofoba y una hidrofilica, lo que les permite formar
estructuras dinamicas ordenadas cuando entran en contacto con un medio acuoso.
En el caso de los fosfolipidos la parte hidréfoba esta constituida por dos cadenas de
acidos grasos y una parte hidrofilica formada por un grupo fosfato, que a su vez
estan usualmente unidos por una molécula de glicerol por enlaces tipo éster (Llopis
& Diez, 2019); lo que les confiere propiedades anfipaticas, debido a la preferencia
que tienen las cabezas de fosfoglicéridos a interactuar entre si y con el medio
acuoso a través de puentes de hidroégeno y a que las cadenas de 4cidos grasos son
repelidas por el medio acuoso e interaccionan entre si por medio de fuerzas de Van
der Waals (Villanueva, 2019). Los liposomas entonces tienen una estructura de
bicapa lipidica con una region lipofila que se orienta al interior formada por los acidos
grasos y una region hidrofilica al exterior compuesta por las cabezas de
fosfoglicéridos.

Clasificacion de liposomas

Tamafio y numero de lamelas:

Los liposomas se pueden clasificar en funcion de las estructuras que forman y su
tamafio, cuando estan conformados por dos o mas lamelas de forma concéntrica
separadas por una fase acuosa, se les conoce como vesiculas multilaminares
(Multilamellar Vesicles, MLV), mientras que las vesiculas multivesiculares
(Multivesicular Vesicle, MVV) contienen mdultiples vesiculas no concéntricas en su
interior; se les denomina vesiculas unilaminares pequefias ( Small Unilamellar
Vesicles, SUV) cuando estan constituidos por una sola bicapa lipidica y tienen un
tamafio entre 20 y 80nm, vesiculas unilaminares grandes (Large Unilamellar
Vesicles, LUV) cuando son unilaminares pero de mayor tamafio que va desde los
80nm a 1um y vesiculas unilaminares gigantes (Giant Unilamellar Vesicle, GUV)
cuando son de tamano superior a 1um (Nufiez, 2021; Mateos, 2020).

Carga superficial:

La carga superficial de los liposomas esta determinada por las cabezas polares de
los lipidos anfipaticos que los componen, existen tres tipos de liposomas segun su
carga: cationicos, neutros y anionicos. Los liposomas catiénicos son aquellos que
tienen una carga positiva en su superficie como el 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-
propano catiénico (DOTAP); se han fabricado para la encapsulacién de material
genético debido a su capacidad para neutralizar su carga negativa, formando



complejos entre los lipidos catiénicos y el ADN, dotando de proteccion al material
genético (Ruano, 2013). Los liposomas neutros tienen una carga neutra dada por
lipidos zwitterionicos como la fosfatidilcolina o el colesterol, se emplean en la
administracion de farmacos contra el cancer como doxorrubicina y paclitaxel. Los
liposomas aniénicos estan constituidos por lipidos anfipaticos como el
dioleilfosfatidilglicerol o la fosfatidilserina con una carga negativa extra en sus
grupos de cabeza; generalmente se usan para la administracion de farmacos en
combinacion con cationes, pero también se han implementado para la
administracion de genes (Giulimondi et al.,2019).

Aplicacién de los liposomas

Los liposomas tienen una serie de ventajas en su empleo como vehiculos en la
administracion de farmacos, entre éstas se encuentran que modifican la
farmacocinética, no son téxicos, son flexibles, biocompatibles, completamente
degradables, no son inmunogénicos, reducen la toxicidad de los agentes
encapsulados, aumentan la biodisponibilidad del farmaco y pueden transportar
componentes tanto hidr6fobos como hidréfilos (Nufiez, 2021; Llopis & Diez, 2019;
Iturbe, 2018). Se han empleado en la administracion de diversos farmacos, algunos
ejemplos son Doxiciclina, Doxil y Ambisome (Abascal, 2020; Gallego, 2017).

Una de las limitantes en su implementacion es que los lipidos de los cuales se
conforman pueden tener procesos de oxidacion y degradacion, reduciendo su
estabilidad, por lo que deben de ser sometidos a modificaciones adicionales
(Mateos, 2020).

Formulaciones en gel

Los geles son formas farmacéuticas con una consistencia semisoélida, las cuales
estdn compuestas por un disolvente y un coloide. La gelificacion se lleva a cabo
mediante la adicion de un coloide polimérico a una fase liquida (solvente), el cual
constituird la fase dispersa y formara una red tridimensional, aumentando su
viscosidad (de Diego & del Arco, 2016; Reyes-Arellano, A. 2008). Los geles se
pueden clasificar de muchas formas, ya sea por el tipo de solvente, su origen
(natural o artificial) o su composiciébn (molecular o supramolecular). La mas
empleada es la clasificacion por solventes, si el medio usado es de naturaleza
organica se denomina organogel, si es agua se le llama hidrogel y aerogel en el
caso de que el medio sea un gas (Oteo, 2013). En este estudio resultan de particular
importancia los hidrogeles, los cuales han despertado gran interés cientifico en
aplicaciones biomédicas debido a que presentan caracteristicas ideales para
utilizarlos como vehiculos para la liberacion controlada y selectiva de farmacos en
el organismo; poseen una estructura tridimensional que permite almacenar
moléculas pequefias, pueden ser biocompatibles debido al gran contenido de agua
gue poseen en su estructura, reduciendo de esta forma la irritacion producida por



friccion y también disminuyendo la desnaturalizaciéon de proteinas (Ramirez et
al.,2016). En la actualidad el mas estudiado de los poliacrilatos es el policarbofilo
Noveon®, debido a sus caracteristicas de mucoadhesion resultantes de la alta
formacion de entrelazamiento y las excelentes fuerzas de atraccion entre sus grupos
carboxilos y las mucinas presentes en la superficie de la mucosa (Perez, 2019).
Noveon® es un un polimero de acido acrilico de alto peso molecular reticulado
guimicamente con divinilglicol, empleado para la preparacion de hidrogeles (Gainza
et al., 2015), en nuestro proyecto fue el utilizado para la preparacion de GSLP
(formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-penicilamina) debido a
su capacidad para adherirse a las superficies biologicas a pesar de la presencia de
humedad permitiendo una mejor aplicacion en zonas expuestas a la intemperie,
como en el caso de las manos y pies.

Modelos experimentales para artritis reumatoide

Se han implementado diversos modelos animales para el estudio de la AR, su
patogénesis y desarrollo. Debido a la heterogeneidad de la AR se han desarrollado
modelos que permiten observar caracteristicas especificas de la enfermedad, de tal
modo que se puedan evaluar aspectos propios de una poblacién en particular
(Khorramizadeh & Saadat, 2020). Entre los organismos mas comunmente utilizados
en los modelos experimentales para AR podemos encontrar a las ratas, los ratones
y los monos Rhesus (Choudhary et al.,2018).

En la actualidad existen un gran nimero de modelos experimentales para AR, estos
modelos permiten la evaluacion de los efectos de moléculas de interés
farmacolégico cuando aun no se conocen los mecanismos exactos de su efecto o
se requiere determinar su efecto global; por lo anterior, es de suma importancia
establecer de forma correcta los modelos experimentales llevados a cabo para
reducir al maximo el sufrimiento animal (Bessis et al.,2017). Podemos clasificar
estos modelos en dos tipos: los modelos inducidos, que tienen como objetivo
estimular la aparicion y el desarrollo de AR o sus sintomas en el animal, a partir de
la administracion de un antigeno que al ser reconocido por el organismo genere una
respuesta autoinmune similar a la AR, y los modelos genéticos que estan disefiados
para provocar una aparicion espontanea de una respuesta inmune similar a la AR a
partir de la modificacién genética (Choudhary et al.,2018) (Cuadro 2). Cada tipo de
modelo tiene sus particularidades, los modelos inducidos tienen las ventajas de
tener un bajo costo, requerir un numero reducido de individuos y la reproducibilidad
de los protocolos; aunque, a diferencia de los modelos genéticos en estos la
enfermedad se desarrolla con rapidez limitando asi el estudio del inicio y la
progresion de las etapas de la enfermedad (Fischer et al.,2017).



Cuadro 2. Modelos experimentales animales para AR. Modelos experimentales genéticos y de
induccién para AR mas empleados. Modificada de Choudhary et al.,2018.

Modelos para la induccion de AR Modelos genéticos
e Artritis inducida por colageno (Collagen e Raton K/BxN
induced arthritis,CIA)
e Ratén SKG
e Artritis inducida por adyuvante (Adjuvant
induced arthritis) e Ratén HTNFG
e Artritis  inducida por  Streptococcus e Ratén IL-1ra-/-

(Streptococcal cell wall induced
arthritis, SCW)

e  Artritis inducida por Proteina Oligomérica de
la Matriz del Cartilago (COMP induced
arthritis)

e Artritis inducida por pristano (Pristane
induced arthritis,P1A)

e Artritis inducida por antigeno (Antigen
induced arthritis,AlA)

e Artritis  inducida por  proteoglicano
(Proteoglycan induced arthritis)

e Artritis inducida por G6PI (G6PI induced
arthritis)

Modelo de artritis reumatoide inducida por colageno (CIA).

El empleo del modelo de AR inducida por colageno (CIA) ha permitido realizar
diversos estudios de farmacos e identificar poblaciones de células y moléculas clave
que contribuyen a la patogénesis de la AR, a pesar de esto un solo modelo de AR
es incapaz de reproducir completamente la enfermedad humana, individualmente si
permiten la disecciébn molecular y espacio-temporal de varios procesos patolégicos
del desarrollo de la enfermedad (Benson et al., 2018). El modelo CIA consta de la
inmunizacion activa mediante la inoculacion con colageno heterdlogo tipo 1l (CllI)
mezclado con adyuvante de Freund en cepas susceptibles de ratones de 8 a 10
semanas, con la que se logran signos clinicos de la enfermedad como la poliartritis
caracterizada por infiltracion de células inflamatorias sinoviales, hiperplasia sinovial,
destruccion del cartilago y erosién 6sea (Miyoshi & Liu, 2018). Los signos clinicos
de artritis aparecen entre los dias 21 y 25 después de la inoculacién inicial. Dado
gue el Cll es la principal proteina del cartilago articular, la respuesta inmunitaria



generada por Cll y promovida por la combinacion con adyuvante de Freund, se
dirige principalmente a las articulaciones (Luan et al.,2021). Las dos caracteristicas
importantes del modelo CIA son el incumplimiento de la tolerancia y la generacion
de autoanticuerpos. La CIA es un modelo de poliartritis, que puede distinguirse por
inflamacion de la membrana sinovial, destruccién del cartilago y erosién 6sea similar
a la AR humana (Choudhary et al., 2018). La susceptibilidad a la enfermedad se ha
relacionado con cepas que tienen haplotipos MHC Clase Il IA q como la DBA/1; sin
embargo, muchas cepas de ratones muestran grados variables de susceptibilidad a
la CIA. Aunque muchos grupos han desarrollado protocolos para el modelo CIA en
ratones C57BL/6, los resultados han mostrado una incidencia baja (70%) en
comparacion con los ratones DBA/1 (100%) que son los mas usados en la
actualidad (Grotsch et al.,2019).

Planteamiento del problema

En la actualidad existen diversos medicamentos para el tratamiento de la artritis
reumatoide; sin embargo, muchos de ellos presentan ya sea una alta toxicidad o un
alto costo econémico para el paciente. Por lo anterior, una ventana de oportunidad
es buscar alternativas terapéuticas para la enfermedad que puedan reducir la
toxicidad de los principios activos, reducir su costo y aumentar los efectos
terapéuticos de los mismos. La D-penicilamina ha presentado buenos efectos en el
tratamiento de la artritis reumatoide y presenta un bajo costo para su produccion,
pero debido a su hepatotoxicidad se ha restringido su uso. La evaluacién de los
efectos antiinflamatorios de formulaciones que potencialmente puedan reducir sus
efectos nocivos e incrementar su efecto terapéutico, resulta crucial para encontrar
mejores tratamientos para la artritis reumatoide.

Hipotesis

El efecto antiinflamatorio de la D-penicilamina para el tratamiento de la artritis
reumatoide (AR) se ha demostrado ampliamente; sin embargo, por sus efectos
secundarios su empleo ha sido restringido a casos extremos de la enfermedad.
Aunado a lo anterior, se sabe que la implementacion de sistemas liposomales ha
demostrado bajar la toxicidad de los farmacos encapsulados y mejorar su
direccionamiento sitio-especifico; por lo que se espera que al suministrar un
tratamiento con una formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina en un modelo murino de AR inducida, se podra observar una baja en
las principales citocinas inflamatorias en sangre y una reduccion de la inflamacién
en las articulaciones diartrodiales.



Objetivo

Evaluar el efecto antiinflamatorio de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina en un modelo murino de artritis reumatoide inducida, mediante la
deteccion de citocinas inflamatorias por citometria de flujo, determinacion del
tamafio del bazo y seguimiento fotografico en articulaciones diartrodiales.

Objetivos particulares

¢ Implementar un modelo de induccién de artritis reumatoide por colageno en
ratones DBA-1.

e Fabricar una formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de una formulacién en gel de un sistema
liposomal cargado con D-penicilamina en AR inducida por colageno en
ratones DBA-1, mediante la determinaciéon de los cambios en la
concentracion en sangre de las principales citocinas inflamatorias.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de una formulacién en gel de un sistema
liposomal cargado con D-penicilamina en AR inducida por colageno en
ratones DBA-1, a través de un seguimiento fotografico de las diferencias
morfologicas de las articulaciones diartrodiales.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de una formulacién en gel de un sistema
liposomal cargado con D-penicilamina en AR inducida por colageno en
ratones DBA-1, a través de la medicion del tamafio del bazo.

Método

Disefio de estudio

Se implement6 un modelo experimental conformado por ratones macho DBA-1, con
8-10 semanas de edad al momento de iniciar el experimento, a partir de los cuales
se constituyeron 4 grupos:

Grupo testigo (GT): Inoculacion de solucién salina, 4 individuos
Grupo control negativo (GC-): Inducciéon de AR, 3 individuos.

Grupo control positivo (GC+): Inducciéon de AR y suministro de tratamiento con
hidrocortisona, 3 individuos.

Grupo experimental AR+(GE+): Induccién de AR y suministro de tratamiento con
GSLP, 4 individuos.



El modelo de induccién de artritis reumatoide se basé en la metodologia expuesta
por Luan et al. (2021) y en los protocolos de Inglis et al. (2008), en donde se utilizé
adyuvante completo de Freund (CFA), adyuvante incompleto de Freund (IFA) y
colageno tipo Il de pollo de grado inmunologico (CIl) liofilizado. Para la induccién de
AR se realizé una primera inmunizacion con 100 puL de emulsiéon de CFA en
combinacion con CIl (dia 0). Posteriormente se llevd a cabo una segunda
inmunizacion 21 dias después de la primera, empleando la misma cantidad, con
una emulsién de IFA y Cll en la misma proporcion.

En el dia 21 posterior a la inmunizacion primaria se les suministré un tratamiento de
forma topica de GSLP a una concentracién de 0.6 mg/ml de D-penicilamina al grupo
GE+, mientras que al grupo GC+ se le proporcion6 un tratamiento con
hidrocortisona con una concentracion de 15mg/Kg. La aplicacién de los tratamientos
con GSLP e hidrocortisona se realiz6 diariamente a la misma hora (12:00 pm)
durante 11 dias. El tratamiento se llevé a cabo en cada una de las patas derechas
traseras de los individuos (vista dorsal), dentro del area comprendida entre el fémur
y los dedos, mediante el sumergimiento de la extremidad dentro de un recipiente
gue contenia la formulacion respectiva.

Muestra

Para el desarrollo del presente estudio se establecid una muestra de 20 ratones
macho pertenecientes a la cepa DBA-1, los cuales tenian una edad de entre 8 y 10
semanas. Lo anterior en virtud de lo expuesto por Luan et al. (2021), en donde se
menciona que dichas particularidades son necesarias para la 6ptima induccion de
AR en los individuos. Debido al costo de los ejemplares y a las caracteristicas del
estudio la muestra se acoté a 14 ratones, a partir de los cuales se constituyeron 4
grupos, 2 grupos de 4 ratones (GT y GE+) y 2 grupos de 3 ratones (GC- y GC+).

Variables

La evaluacion del efecto antiinflamatorio de GSLP en la artritis reumatoide consto
de un solo grado de manipulacion (presencia o ausencia). Lo anterior debido a que
el andlisis se centré en la aparicion de un efecto antiinflamatorio ejercido por el
GSLP, dicha variable se desprendio6 de los analisis cuantitativos de la concentracién
de interleucinas inflamatorias en sangre, el cambio morfolégico (inflamacion) de las
articulaciones diartrodiales inferiores, y el aumento de tamafo del bazo. Los
resultados obtenidos responden a un andlisis de varianza entre los grupos, tomando
como “presencia” del efecto a los valores aproximados al grupo testigo (GT) y como
“ausencia” a los valores aproximados al grupo control negativo (GC-).

Técnicas.

Técnica de induccion de AR por colageno

El modelo de induccién de artritis reumatoide por coladgeno se basé en la
metodologia expuesta por Luan et al. (2021) y en los protocolos de Inglis et al.
(2008), en donde se establece el método para induccion de AR por colageno.



Se utilizé adyuvante completo de Freund (CFA), adyuvante incompleto de Freund
(IFA) y colageno tipo Il de pollo de grado inmunolégico (Cll) liofilizado para la
activacion de la respuesta autoinmune. La induccidn de AR se realizé mediante dos
inmunizaciones en la base de la cola, se inyectaron 100 ul de emulsion de CFA en
combinacion con CIl el primer dia (dia 0) y posteriormente se llevdé a cabo una
segunda inmunizacion 21 dias después, empleando la misma cantidad, con una
emulsion de IFA y Cll en la misma proporcion.

Técnica de andlisis de citocinas inflamatorias por matriz de perlas

El analisis de citocinas por medio de matriz de perlas (Cytometric bead array (CBA))
consta de 6 tamafios distintos de microperlas, asociados cada uno a una citocina
inflamatoria especifica (IL-6, IL-10, IL-12P70, MCP-1, IFN-y y TNF-a). Para la
técnica se prepard una suspension que contuviera las micro perlas para su union a
las citocinas inflamatorias contenidas en el plasma sanguineo de cada uno de los
individuos. Los elementos dentro de la muestra se unieron con su respectivo
anticuerpo generando complejos con las microperlas correspondientes,
posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo en un equipo BD
FACSARIA Il ®.

Procedimiento

Fabricacion de la formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina

La preparacion de la formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con D-
penicilamina (GSLP) se realiz6 a partir de la modificacion de la metodologia
empleada por Campos (2020).

Preparacion de gel mucoadhesivo

El gel mucoadhesivo se fabricd a partir de una mezcla de policarbofilo Noveon® y
de agua ultrapurificada obtenida a través de sistema Milli Q®. Se hirvié el agua
MiliQ® durante 10 min, se dejo enfriar y se le adicion6 lentamente la cantidad
suficiente de Noveon® para la formacion de gel, mientras se mezclaba a 250 rpm
por medio de un agitador Caframo Petit®. Integrado por completo el polimero se
adicion6 40% mas de agua Milli Q® respecto al volumen inicial, la mezcla obtenida
se dejo hidratar por 24 horas. Hidratada la mezcla se agité a 800 rpm durante 5 min,
para después ajustar su pH mediante la adiciébn de trietanolamina previamente
filtrada con un filtro de poro de 0.22 ym, hasta alcanzar un pH compatible con el
sistema liposomal; finalmente, se agitdé nuevamente a 800rpm durante 5 min y se
dej6 gelificar durante 20 min.

Preparaciéon de solucion de D-penicilamina

La solucion de D-penicilamina se prepard con base en los resultados preliminares
de Campos (2020), en donde se mostré un mejor efecto antiinflamatorio con una
cantidad de 0.6 mg/ml de gel mucoadhesivo. Para su preparacion se utilizo la



cantidad necesaria de solucion amortiguadora de fosfatos para disolver 18mg de D-
penicilamina, agitandose suavemente para homogenizar.

Preparacion de gel con hidrocortisona

En una concentracion de 3mg/ml se mezclé hidrocortisona en polvo (succinato
sadico de hidrocortisona) con gel mucoadhesivo, después se agité por medio de un
equipo Caframo Petit® a 200rpm durante 5 min. Cuando la mezcla quedo
homogenizada se procedio a acondicionar la mezcla en viales Eppendorf® de 2 ml.

Preparacion de liposomas

Para la preparacion de liposomas se utilizo6 1 mM de lipidos por mililitro en
proporcion 1:1 de fofatidilcolina y espermidil colesterol, ambos se mezclaron en un
tubo de ensaye con ayuda de cloroformo grado HPLC. Para la obtencion de la
pelicula lipidica se evaporo el cloroformo mediante una corriente de aire filtrado con
un filtro de 0.22 um, la formacion de la capa delgada de lipido en el fondo se logro
evaporando de forma suave, uniforme y evitando salpicaduras. Se procedi6é a
colocar D-penicilamina para llegar a una concentracion final de 0.6mg/ml, se sonicé
en un equipo Avanti® en 3 ciclos de 5 segundos con descansos de 10 segundos
entre cada uno. Por ultimo, la suspension liposomal obtenida se integré en gel
mucoadhesivo y se acondicioné en viales Eppendorf® de 2 ml.

Implementacion del modelo de artritis reumatoide en ratones DBA 1

La induccion de artritis reumatoide por colageno, parte del principio de la
presentacion de un autoantigeno al sistema inmune con ayuda de un adyuvante, se
realiz6 mediante lo establecido por Luan et al. (2021) y en los protocolos de Inglis
et al. (2008).

Preparacién de solucion de colageno

Se prepard una solucion de CIl en acido acético glacial al 0.1 M estéril en una
relacion 4:1 p/v. Después se mezclé mediante un agitador magnético a 200 rpm en
refrigeracion durante 24 horas. Pasado el tiempo, se acondicion6 en tubos
Eppendorf® de 2ml dejandose a temperatura ambiente.

Preparacion de emulsiones inmunizadoras con Adyuvante Completo de
Freund (CFA) y con Adyuvante Incompleto de Freund (IFA)

Para la inmunizacién se prepararon emulsiones de Cll con adyuvantes (CFA o IFA)
en relacion 1:1. Se mezclaron en un Vortex Genie 2® a maxima velocidad durante
5 ciclos de 30 segundos con descansos de 20 segundos; después se utilizé un
sonicador Avanti® durante 4 ciclos de 5 segundos con descansos de 10 segundos.
Las emulsiones se mantuvieron en hielo y se colectaron con jeringas de 1ml para
inocular a los individuos en un plazo no mayor a 6 horas.

Inoculacidon de emulsiones inmunizadoras
Se realizd la inoculaciéon de la emulsion inmunizadora con CFA en el dia 0 del

experimento, mientras que la inoculacién de la emulsién inmunizadora con IFA se



implemento el dia 21 posterior a la primera. Para la inoculacion, se rasuré a cada
ratén en la base de la cola para permitir una correcta introduccién de la aguja, se
anestesio por via intraperitoneal a cada raton con una solucién de Midazolam y
Fentanilo adecuada a su peso. La inoculacion se llevd a cabo mediante una jeringa
de 1ml, a cada individuo se le inyectaron de forma subdérmica 100 pL dosificados
en dos inyecciones de 50 pL, una en la base de la cola y otra a 2 mm de la primera.

Determinacion de citocinas inflamatorias

El dia 32 posterior a la primera inmunizacién se extrajo el plasma sanguineo de los
individuos, para posteriormente llevar a cabo la cuantificacion de seis citocinas
inflamatorias (IL-6, IL-10, IL-12P70, MCP-1, IFN-y y TNF-a), mediante citometria de
flujo utilizando un kit de microperlas para citocinas inflamatorias de raton BD®.

Los ratones se sacrificaron por exanguinacion, para lo cual se anestesiaron y a partir
de un corte en la cola, se extrajo la sangre periférica de cada uno. Las muestras se
colectaron en tubos con citrato de sodio como anticoagulante; posteriormente, se
centrifugd a 1500g durante 15 minutos en una centrifuga clinica refrigerada,
separado el paquete celular se recolecto el plasma. Con las muestras obtenidas, se
continu6 con un analisis de citocinas inflamatorias de ratén por citometria de flujo
mediante un kit de microperlas BD® Cytometric Bead Array (CBA)®, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.Evaluacion de la inflamacion articular

La evaluacion del cambio morfologico en las articulaciones diartrodiales se hizo a
través de un seguimiento fotografico de las patas traseras, el cual se realiz6 una vez
por semana, desde el dia de la primera inmunizacion (dia 0) hasta el dia del
sacrificio (dia 32). Se fotografiaron las patas traseras derechas de todos los grupos.
Los parametros de evaluacion (Cuadro 2) se basaron en lo expuesto por Luan et al.
(2021), modificando las categorias para una AR con fenotipo menos exacerbado.

Cuadro 2. Criterios de puntuacion para la artritis inducida por colageno en ratones. Modificada de Luan et al. (2021).

Puntuacion de

Grado de inflamacién
gravedad

0 Sin eritema ni hinchazén

Eritema y tumefaccién leve limitada a la articulacién del tarso, el tobillo o la pata,

1 L .
con tumefaccion leve en una sola extremidad

2 Eritema e inflamacién leve que se extiende desde el tobillo hasta los tarsos o
eritema e inflamacion leve de mas de un dedo del pie

3 Eritema e inflamacién moderada que se extiende desde el tobillo hasta las
articulaciones metatarsianas o toda la pata con inflamacién y eritema evidente

4 Eritema y toda la pata con hinchazén severa que abarca el tobillo, el pie y los

dedos, o anquilosis de la extremidad y disfuncién de las articulaciones anteriores



Evaluacion del tamafio de bazos

Para detectar si hay un cambio en el tamafio de los bazos, producto de la aparicion
de AR inducida por colageno, se llevé a cabo la extraccion de los bazos de todos
los individuos. Posteriormente fueron colocados en solucion amortiguadora de
fosfatos y medidos de forma digital a partir de una escala fisica milimétrica.

Andlisis estadisticos

Los resultados provenientes de los datos obtenidos de las concentraciones de
citocinas inflamatorias determinadas mediante la técnica de matriz de perlas y su
analisis por citometria de flujo, ademas de las areas de lo bazos extraidos de los
individuos, se trataron mediante el analisis de varianzas entre grupos; esto con el
objetivo de determinar si existe una diferencia significativa entre los valores de cada
grupo. Para estandarizar los valores del nimero de eventos detectados por
citometria de cada una de las citocinas detectables por el kit utilizado, se procedié
a calcular el cociente del numero de eventos detectados de cada citocina entre el
ndmero de eventos totales de la muestra, al cual se le denomin6 nimero de eventos
relativos. Ademas, se evalué la morfologia articular mediante el instrumento de Luan
et al. (2021) en valores categorizables a partir de la metodologia expuesta por Inglis
et al. (2008), estos valores se evaluaron mediante la prueba de Tukey.

Resultados

Citocinas inflamatorias en plasma sanguineo

Con la finalidad de evaluar las citocinas inflamatorias en los animales control y
tratados, se utilizé el modelo de artritis reumatoide inducida por colageno en ratones
DBA. Se utilizaron cuatro grupos: ratones testigo (GT), ratones con artritis inducida
y sin tratamiento GC-, ratones con artritis inducida tratados con penicilamina (GE+)
y un grupo control positivo tratado con hidrocortisona (GC+). Una vez pasado el
tiempo de induccién de artritis se tratd a los ratones con penicilamina como grupo
experimental y con hidrocortisona como control positivo. Al cabo de 11 dias de
tratamiento los animales fueron sacrificados por exanguinacion y se obtuvo el
plasma correspondiente. Posteriormente se utilizé el Kit de perlas CBA para evaluar
las seis citocinas inflamatorias principales por citometria de flujo.

Los analisis de varianza indicaron que existen diferencias significativas en los
grupos GC-y GT en los niveles de las citocinas MCP-1, IL-10, TNF-a e IL-6, donde
GC- presenta una mayor cantidad. Cabe mencionar que en los niveles de IFN-y se
observa un cambio en los niveles de GC- con respecto a GT sin ser
estadisticamente significativos. En cuanto al IFN-y se reflejaron diferencias
significativas entre los grupos GC+ y GT, mostrando una reduccion del nivel de IFN-
y en el grupo GC+. En GE+ se mostrd una diferencia significativa en IL-6 y MCP-1
con respecto al grupo GC-. En los demas casos no se obtuvieron diferencias
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significativas entre los grupos, pero si se observd un comportamiento de las medias,
en donde GC+ mantuvo de forma constante una media menor que los demas
grupos, pero con una desviacion estandar alta generada por valores extremos, lo
gue permite observar una heterogeneidad en este grupo. Otro caso similar es el de
GE+, el cual mostro una gran variabilidad en los valores correspondientes a IL-10,
IFN-y e IL-12, pero que en general mantuvo un comportamiento muy similar a GT
(Graf.1, Anexo 1).

Graéfica 1. Promedio de nimero de eventos relativos de citocinas por grupo de individuos. Grupo experimental
positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo (GT). (*) Diferencias
significativas respecto a GT. (**) Diferencias significativas respecto a (GC-).
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En el grupo GC+ existe una amplia diferencia en todos los niveles de citocinas entre
el raton 3 (R3) y el resto del grupo (Graf. 2). Estos datos modifican la desviacion
estandar, generando que los valores de la media no expresen el evento biolégico
real. Si omitimos los valores expresados por R3, se observa un cambio significativo
en todas las citocinas en el grupo GC+ en comparaciéon con GT (Graf. 3).

Gréfica 2. Niveles de citocina en el grupo experimental (GC+). Se aprecia un patrén inflamatorio definido
con valores extremos con respecto al grupo en el ratén 3 (R3) *. Ratén 1 (R1), ratén (R2), ratén 3 (R3).
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Grafica 3. Comparacion de los niveles de citocinas entre los grupos, eliminando el error generado por valores
extremos en GC+ por el raton 3. Grupo experimental positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo
control negativo (GC-), grupo testigo (GT). (*) Diferencias significativas respecto al testigo.

IL-12 TNF IFN-y MCP-1 IL-10 IL-6
GE+ GC+ GC- GT

En comparacién, el grupo GE+ también presenté valores extremos en varias
citocinas (Graf.1), a pesar de lo anterior no se distinguié un patrén en ninguno de
los individuos que mostrara una baja o alta global de las principales citocinas
inflamatorias respecto al grupo (Graf.4), esto representa una heterogeneidad en los
ratones respecto a los niveles de cada uno de los tipos de citocinas, pero no se logré
determinar un patron que excluyera a algun individuo del grupo.

Los resultados obtenidos de la prueba estadistica de desviacién estandar se pueden
encontrar en el anexo 1, mientras que en el anexo 2 se observan los resultados
completos del nimero de eventos relativos de cada uno de los grupos. Cabe
mencionar que para el analisis de citometria se utilizaron unicamente las muestras
de plasma con caracteristicas viables para el estudio, esto quiere decir que no
hayan tenido hemdlisis y que se obtuviera una cantidad ideal para la prueba con
microperlas. De esta forma se obtuvieron 4 muestras para el grupo GE+ y GT, 3
muestras para el grupo GC+ y una muestra para el grupo GC- (ratén 1).
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Grafica 4. Comparacion de los niveles de citocinas en el grupo GE+. No se observa un patrén definido en
ningun ratén distinto al grupo.
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Inflamacién articular

Con el objetivo de evaluar la inflamacion articular se realizO un seguimiento
fotografico semanal de la morfologia articular y una evaluacion de inflamacion
cualitativa de acuerdo con lo descrito en metodologia. La prueba estadistica de
Tukey mostré que hubo una diferencia significativa entre todos los grupos (Anexo
3). Se logré apreciar que el grupo que presenté mayor inflamacién corresponde a
GC-, mientras que en GT no se percibié inflamacién alguna (Cuadro.3). El grupo
GE+ mostro una reduccion de la inflamacion en comparaciéon con GC-, aunque no
alcanzé la disminucion mostrada por GC+. Lo anterior muestra una clara inflamacion
del grupo con induccién de AR y un efecto antiinflamatorio de GSLP, aunque no tan
importante como el mostrado por la hidrocortisona (Cuadro 3).



Cuadro 3. Grados de inflamacion por individuo. Escala
basada en Luan et al. (2021).

Grados de inflamacion
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Particularmente se observé una inflamacion en la zona de la articulacion
astragalocrural (tobillo) y las articulaciones interfalangicas (articulaciones presentes
en el extremo distal de los dedos), al igual que un enrojecimiento generalizado de
la extremidad (Fig.2). Cabe destacar que no se reflejé en ninguno de los casos un
fenotipo inflamatorio exagerado como en el mostrado en la literatura; sin embargo;
si se mostré una inflamacion perceptible y notoria en los grupos con AR inducida

(Fig.3).

Figura 2. Principales puntos de inflamacién presentes en ratones
con AR inducida.

22 ]




Figura 3. Seguimiento de la inflamacion desde el dia O al dia 32 a partir de la inoculacion primaria de colageno.

Individuos representativos de cada grupo. Grupo experimental positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo

control negativo (GC-), grupo testigo (GT).
(A) Dia 0, (B) Dia 10, (C) Dia 18, (D) Dia 26, (E) Dia 32.
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Evaluacion del tamafo de bazos

Para determinar un posible crecimiento del bazo, inmediatamente después del
sacrificio, se extrajeron los bazos a cada animal y se determiné su area de forma
exacta. En los resultados de la medicién de la inflamacion de los bazos de cada
individuo se aprecian diferencias significativas entre GC- y todos los demas grupos,
mostrando de un 13% a 18.2% de incremento en el tamafio del bazo. A pesar de
que entre los demas grupos no aparecieron diferencias significativas, si se presentd
un patron de la media, similar a lo mostrado en los niveles de citocinas, ya que GC+
presentd el promedio de area mas baja de entre todos los grupos con 43.99 mm?,
siguiéndole GT con 45.3 mm? y GE+ con 46.08 mm?, dejando a GC- como el grupo
con mayor area con 52.01 mm? (Grafica 6). Lo anterior también refleja un
encogimiento del bazo respecto a GT debido al tratamiento con hidrocortisona en
GC+.




El andlisis estadistico y los promedios de tamafio de cada grupo pueden consultarse
en el anexo 4 y 5 respectivamente, las fotografias a escala se pueden consultar de
igual forma en el anexo 6.

Gréfica 6. Promedio de areas de bazos extraidos por grupo. Grupo experimental positivo (GE+), grupo control
positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo (GT). (*) Diferencia significativa respecto a GT.
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Discusion

En el presente trabajo se evalu6 el efecto antiinflamatorio de GSLP mediante la
deteccién de citocinas inflamatorias, evaluacion de morfologia articular y medicion
del tamafio del bazo. Los resultados de deteccion de citocinas inflamatorias se
obtuvieron a partir de la deteccién de IL-6, IL-10, IL-12, MCP-1, IFN-y y TNF-a por
medio de citometria de flujo; es importante mencionar que IL-6, IL-12, MCP-1, IFN-
vy Y TNF-a tienen un efecto proinflamatorio, mientras que IL-10 se ha caracterizado
por ser una citocina antiinflamatoria. Durante la inflamacion las citocinas
proinflamatorias incrementan, al igual que las antiinflamatorias que participan en el
proceso de resolucion.

Nuestros resultados indicaron que los niveles de las citocinas IL-6, IL-10, MCP-1y
TNF-a del grupo GC- fueron significativamente mas altos a comparacion de GT. Las
citocinas tienen diversas funciones en el organismo, su papel en el proceso




inflamatorio es sumamente importante ya que participan en el reclutamiento,
proliferacion y mantenimiento de las células del sistema inmune en el tejido. Las
citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, TNF-a que obtuvieron niveles considerablemente altos
en GC- tienen caracteristicas particulares que nos permiten dilucidar los eventos
bioldgicos en la inflamacion presente. La IL-6 que mostré una alta concentracion en
GC-, ha mostrado ser responsable de la transicion de la inflamacion aguda a la
inflamacion crénica, al participar en el reclutamiento celular en las articulaciones
afectadas y promover la maduracion de linfocitos B, observandose un incremento
de ésta en el liquido sinovial y suero sanguineo; el incremento en las
concentraciones en GC- muestra el reconocimiento de un antigeno y un proceso
inmunologico, mientras que su disminucion en GE+ refleja una atenuacion del
proceso de autoinmunidad (Hernandez & Valor, 2018).

El incremento de MCP-1 refleja un reclutamiento de monocitos y la activacion de
subpoblaciones de linfocitos T, ademas modula la respuesta inmunitaria
promoviendo la diferenciacion al fenotipo Th1l mediante la supresién selectiva de la
diferenciacion de células T virgenes (ThO) en células T colaboradoras CD4 tipo 1
(Th1), mediante la regulacion de la capacidad de liberacion de IL-12 de las células
dendriticas (Singh et al., 2021), explicando asi el poco cambio de concentracion en
los niveles de IL-12 en todos los grupos y el aumento de MCP-1 en GC-, por lo que
se puede inferir un efecto antiinflamatorio de GSLP al presentar una disminucion de
MCP-1 en GE+ en contraste con GC- .

La IL-10 por su parte, es una citocina antiinflamatoria que funciona como un potente
inhibidor de la presentacion de antigenos al reducir la expresiéon de MHC Il asi como
de receptores coestimuladores, también inhibe la diferenciaciéon y maduracion de
células dendriticas; ademas; tiene un potente efecto inhibidor en la produccién de
las principales citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a (Montafiés, S. G.
(2016), regulando ademas la diferenciacion y la supervivencia de las células Th2;
en contraposicion al fenotipo Th1 caracteristico de un perfil proinflamatorio (Coomes
et al.,2017), la alza en sus concentraciones exhibe un proceso de intento de
regulacion de la inflamacién en GC-.

TNF-a es una de las principales citocinas proinflamatorias, ya que ademas de
promover la inflamacion, los condrocitos y las células sinoviales son el blanco de
citocinas como IL-1 y TNF-a para la produccion de proteasas de la matriz y para
suprimir la sintesis de colageno y proteoglicanos, causando asi una sinovitis cronica
(Benitez et al.,2019), el incremento de TNF-a muestra la actividad degradante y el
reclutamiento de las células del sistema inmune a las articulaciones en el grupo con
AR inducida sin tratamiento (GC-). Ademas, al no presentarse niveles Ilo
suficientemente altos de otras citocinas proinflamatorias como IL-12 e IFN-y, puede
sugerirse que enfrentamos una etapa temprana de la enfermedad.

El grupo con el tratamiento con GSLP (GE+) no present6 diferencia significativa con
referencia a GT en ninguna de las citocinas inflamatorias y mostré una disminucién



respecto a GC- en IL-6 y MCP-1. Los valores de las demas citocinas para GE+
muestran una amplia desviacién, lo cual provoca que no se pueda evaluar con
exactitud el comportamiento del grupo; sin embargo, la disminucion de IL-6 y de
MCP-1 con respecto a GC- y su similitud a los valores de GT muestran un claro
efecto antiinflamatorio. Los cambios en las concentraciones de citocinas en plasma
sanguineo también demuestran una absorcion exitosa de D-penicilamina a través
de via topica, aunque no se tiene informacion suficiente para determinar si su efecto
se lleva a cabo de forma local o sistémica.

En otro orden de ideas, la evaluacion de la inflamacion articular concuerda con la
informacion obtenida de los niveles de citocinas inflamatorias, ya que mostré una
nula inflamacion en GT y una alta inflamacion en GC- (grado 3), mientras que los
promedios de las areas de los bazos concordaron igualmente, al mostrar un
aumento significativo de GC- en comparacion con todos los deméas grupos. De
acuerdo con Luan et al.,2021, el agrandamiento de los bazos se presenta en ratones
con AR inducida por CIA, incluso si no hay sintomas de inflamacion evidentes,
constatando una correcta induccién de AR en el grupo GC-. Se presentd una
disminucién de la inflamacion articular de GE+ con respecto a GC-, mostrando un
efecto antiinflamatorio en el area de inoculacién, esto se respalda con los resultados
del tamafio de los bazos que mostraron una reduccion de su area en comparacion
con GC- y valores similares a GT. A pesar de esto, los resultados del tratamiento
con GSLP no se acercan a los obtenidos con el tratamiento con hidrocortisona, el
cual mostré una reduccién de todas las citocinas inflamatorias y una reduccion del
area del bazo en contraste con todos los grupos; esto es congruente ya que la
hidrocortisona es un glucocorticoide excretado por las glandulas suprarrenales en
respuesta al estrés con potentes efectos inmunosupresores (Nicolaides et al.,2015).

Al observar la inflamacion articular no se logré identificar un fenotipo severo en las
articulaciones diartrodiales, esto se puede explicar debido a que de acuerdo con
Luan et al., (2021) los signos visibles de la AR se presentan entre los dias 25y 26
después de la primera inmunizacién y la deformacién de las articulaciones entre los
dias 31 y 41; nuestro seguimiento fotografico se llevd a cabo hasta el dia 32 por lo
cual es probable que la deformacion y el hinchamiento excesivo de las
articulaciones no se presentara aun en el ultimo dia de evaluacion. También, esto
se apoya con los resultados obtenidos de otros estudios donde se observé una
inflamacion moderada alrededor del dia 30 y una exacerbada hasta el dia 35,
obteniéndose valores maximos pasados los 40 dias (Ansari et al.,2021; Zhang et
al.,2019; Gwon et al.,2018; Mitra et al.,2017; Matsumoto et al,2016; Hsiao et
al.,2016; Wang et al.,2013).

Finalmente, todos nuestros resultados nos muestran una correcta induccion de AR,
particularmente la evaluacién de citocinas y la inflamacion articular nos indican
caracteristicas de una etapa temprana de AR. Aunado a lo anterior se logré
determinar un efecto antiinflamatorio causado por el tratamiento con GSLP.



Conclusiones

1. Se logré inducir la artritis por colageno en ratones DBA-1, mostrando un fenotipo
propio del inicio de la enfermedad.

2. Se fabrico de forma correcta una formulacion en gel con liposomas cargados con
D-penicilamina.

3. La implementacion del andlisis por citometria de flujo de citocinas inflamatorias,
en conjunto con la evaluaciéon de la morfologia articular y el tamafio del bazo
permitieron evaluar de forma mas completa el efecto antiinflamatorio del sistema
liposomal con penicilina en gel mucoadhesivo, permitiendo tener un panorama mas
amplio de sus efectos biologicos.

4. El tratamiento con una formulacion en gel de un sistema liposomal cargado con
D-penicilamina mostr6 un efecto antiinflamatorio en todos los parametros
evaluados, con diferencias significativas con respecto al grupo control sin
tratamiento y valores cercanos al grupo testigo.

5. El tratamiento con D-penicilina de forma tdpica podria resultar como una
alternativa segura y eficaz para el tratamiento contra la artritis reumatoide.

Perspectivas

Los resultados de la evaluacion del nivel de citocinas inflamatorias en plasma
sanguineo, la morfologia articular y el cambio del &rea del bazo, permitieron evaluar
con un namero mayor de parametros el efecto antiinflamatorio de una formulacion
en gel para un sistema liposomal cargado con D-penicilamina, posibilitando el
determinar su efecto antiinflamatorio con mayor precision; sin embargo, resulta de
gran interés el continuar con el estudio de los efectos de la aplicacion topica de la
D-penicilamina. Algunas de las interrogantes que quedan por resolver son si su
efecto se genera de forma local o sistémica, en que etapas de la enfermedad es
mas eficaz y en que concentraciones puede tener un mayor efecto terapéutico, sin
dejar a un lado el estudio de su farmacocinética, farmacodinamica y toxicidad.



Anexos

Anexo 1. Andlisis de varianza de las citocinas presentes en el plasma de los ratones. Grupo experimental positivo (GE+), grupo
control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo (GT).

IL-12 (p) MCP-1 (p)
GE+ GC+ GC- GT GE+ GC+ GC- GT
GE+ 0.7234 0.8495 0.6727 GE+ 0.8590 *%0,9853 0.4120
GC+ 0.7234 0.9082 0.9214 GC+ 0.8590 0.5878 0.8451
GC- 0.8495 0.9082 0.7462 GC- **0,9853 0.8909 *0.999994
GT 0.6727 0.9214 0.7462 GT 0.4120 0.8451 *0.999994
TNF-a (p) IL-10 (p)
GE+ GC+ GC- GT GE+ GC+ GC- GT
GE+ 0.93460352 | 0.08853025 | 0.20391585 GE+ 0.3800 0.8045 0.3014
GC+ 0.93460352 0.59071764 | 0.89285466 GC+ 0.3800 0.8694 0.6918
GC- 0.20391585 | 0.89285466 *0.9911 GC- 0.8045 0.8694 *0.9575
GT 0.82046535 | 0.89039287 | *0.9911 GT 0.3014 0.6918 *0.9575
IFN-y (p) IL-6 (p)
GE+ GC+ GC- GT GE+ GC+ GC- GT
GE+ 0.9262 0.1558 0.4694 GE+ 0.9020 *%0.9823 0.2830
GC+ 0.9262 0.8981 *0.9668 GC+ 0.9020 0.8897 0.8846
GC- 0.1558 0.8981 0.9396 GC- *¥0,9823 0.8897 *0.9809
GT 0.4694 *0.9668 0.9396 GT 0.2830 0.8846 *0.9809




Anexo 2. Numero de eventos relativos por grupo. Grupo experimental positivo (GE+), grupo control positivo
(GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo (GT). Ratén 1 (R1), raton (R2), raton 3 (R3), ratén 4 (R4).

Nidmero de eventos relativos
IL-12 TNF IFN-y MCP-1 IL-10 IL-6
GC- R1 0.1405 0.1525 0.1521 0.1650 0.1533 0.1525
R1 0.0659 0.0718 0.0803 0.0673 0.0711 0.0677
GC+ R2 0.0729 0.0841 0.0881 0.0874 0.0818 0.0753
R3 0.1357 0.1502 0.1494 0.1622 0.1557 0.1511
R1 0.1193 0.1362 0.1469 0.1359 0.0591 0.1346
GE+ R2 0.1303 0.1558 0.1764 0.1518 0.1335 0.1430
R3 0.0869 0.1738 0.1328 0.1584 0.1643 0.1461
R4 0.1446 0.1524 0.1600 0.1497 0.1271 0.1479
R1 0.1282 0.1492 0.1593 0.1442 0.1454 0.1441
oT R2 0.1481 0.1411 0.1644 0.1468 0.1051 0.1482
R3 0.1267 0.1360 0.1681 0.1441 0.1368 0.1408
R4 0.1343 0.1422 0.1510 0.1495 0.1355 0.1315

testigo (GT).

Anexo 3. Prueba estadistica de Tukey entre grupos referente a la inflamacion articular. Grupo
experimental positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo

GE+ GC+ GC- GT
GE+ 0.9784 0.999344 | 0.9999802
GC+ 0.9784 0.9999783 0.9966
GC- 0.999344 | 0.9999783 0.99999973
GT 0.9999802 0.9966 | 0.99999973




Anexo 4. Area de bazos extraidos a cada grupo. Grupo experimental
positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-),
grupo testigo (GT). Ratén 1 (R1), raton (R2), ratén 3 (R3), ratén 4 (R4).

Area Promedio de area
R1 48.477
& i LIS 52.01633333
G R3 55.889
R1 40.76
R2 44.761
&2 43.99733333
Q) R3 46.471
R1 44 .31
R2 49.48
X 46.03575
X R3 46.136
R4 44.217
R1 44.449
R2 44.112
6\ 45.30675
R3 44.826
R4 47.84

Anexo 5. Prueba estadistica de desviacion estandar de los bazos extraidos a cada grupo. Grupo
experimental positivo (GE+), grupo control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo

(GT).
GE+ GC+ GC- GT
GE+ 0.6385 *0.951 0.3560
GC+ 0.6385 0.9574 0.5140
GC- *0.951 0.9574 *0.9773
GT 0.3560 0.5140 *0.9773




Anexo 6. Bazos extraidos de cada uno de los grupos. Grupo experimental positivo (GE+),
grupo control positivo (GC+), grupo control negativo (GC-), grupo testigo (GT).
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