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RESUMEN

Las estrategias que se han seguido para tratar de corregir las
deficiencias en el funcionamiento del sistema inmunolégico han sido el utilizar
modificadores de la respuesta biolégica conocidos también como
inmunomoduladores, e/stos son sustancias que directa ¢ indirectamente
modifican uno & mas componentes de la respuesta inmune del huésped para
lograr la homeostasis. Uno de los parametros inmunoldgicos que se pueden
modulag, es el proceso de quimiotaxis leucocitario. En este estudio probamos
el efecto in vitro del extracto dializable de leucocitos (EDL) bovino,
norepinefrina (NE) y el opiode no peptidico de clase deffa (+)-4-((alpha R)-
alpha-((2S, 5R)-4-allyl-2, 5-dimethyl-1-piperazinyl)-3-methoxybenzyl)-N, N-
diethyl-benzamide (SNC80) en la migracién de leucocitos humanos y de rata,
asi como la identificacién del tipo de locomocion que e/stos presentan. Se
observo/que el EDL bovino y el SNC80 estimularon la quimiotaxis de linfocitos
humanos y de rata,la cual fue dependiente de la concentracién. Ademas se
demostré que dicha actividad fue quimiotactica en pruebas de gradientes,
observandose una locomocién dirigida de manera significativa para ambos
tipos celulares. Por otro lado, la NE estimulé la migracién de células de sangre
periférica humana en diferentes concentraciones de manera significativa y
dependiente de las dosis del biomodulador; mientras que las células de rata
inhibieron la quimiotdxis en forma inversamente proporcional a Ia
concentracioén, la prueba de tablero en ambos casos, mostré que la migracién
de células ocurre de forma quimiocinética (aleatoﬁa). El potencial
inmunomodulador del EDL bovino, NE y SNC80; podri@ser aprovechadosen.

la terapia de pacientes con compromiso inmunolégico.

G



Capitulo |

INTRODUCCION

1.1 Respuesta Inmunolégica.

Nuestra salud esta/ influenciada directamente por una respuesta
inmunolégica eficiente que nos permite defendernos de la invasién por
entidades biolégicas extrafias como virus, bacterias, hongo%y parasitos, asi
como detectar y eliminar células tumorales .

La inmunidad puede ser innata (no adaptativa) 6 adquirida
(adaptativa); en la primera las barreras fisicas y quimicas actian como
primer frente de ataque, siendo estas Gltimas las que proporcionan
compuestos bioquimicos que pueden proteger al cuerpo de una amplia
gama de microorganismos extrafios. Estos dos tipos de barreras 6 defensas
innatas pueden evitar que nuestro organismo sea invadido; pero muchas
veces alguno logra traspasar dichas barreras y es ahi cuando otros tipos de
estrategia de defensa inmunolégica se activan para evitar que los patégenos
ejerzan sus funciones®. Si las defensas que proporcionan la inmunidad
innata son incapaces de prevenir totaimente la infeccién, interviene la
inmunidad adquirida que se distingue por ser especifica para el inmunégeno
y por tener memoria®.

Las respuestas inmunes especificas dependen de la respuesta

inmune celular, en la cual intervienen los linfocitos T (CDB y CD4), y la



respuesta inmune humoral que depende de los linfocitos B, que se encargan

de la produccion de anticuerpos (Figura 1).

Antigeno de histocompatibilidad

S ‘&ﬂﬂw

Figura 1. Respuesta Inmunolégica

En el sistema inmunolégico también existen las respuestas
inespecificas, las cuales estan formadas por las vias del complemento (via
clasica y la via alterna), que producen una cascada de reacciones
enzimaticas que pueden ser desencadenadas por las caracteristicas
moleculares de la superficie de algunos microorganismos, y que pueden
conducir a lisis 6 mediar el proceso de opsonizacién. Otra respuesta

inespecifica es el proceso de fagocitosis, es llevado a cabo por los



macréfagos y neutrédfilos, que se encargan de eliminar microorganismos 6
particulas extrafias ingiriéndolas y llegando a destruirlos mediante enzimas
que se encuentran en los granulos de ellas® 2.

Para que la fagocitosis se lleve a cabo, las células fagociticas deben
ser atraidas hacia el sitio donde se encuentran los microorganismos 6
particulas a destruir (quimiotaxis), y posteriormente ser reconocidas por
dichas células.

Las estrategias de defensa que son mas complejas, dindmicas y
eficaces, son realizadas por células especializadas que se desplazan a
través del cuerpo para buscar y destruir microorganismos y sustancias
extrafias. En los seres humanos, hay varios grupos de células que
proporcionan este tipo de defensa, dos de estas, los neutr6filos y la serie de
monocitos-macrdéfagos son células fagociticas que actian principalmente

englobando y digiriendo bacterias, desechos celulares y otras particulas' .
1.2 Migracion Celular,

La migracién celular es un mecanismo complejo el cual depende de la
coordinacion de una gran cantidad de procesos celulares que estan
estrechamente relacionados con una variedad de factores intrinsecos ¢
extrinsecos que la activan 6 suprimen.

Una caracteristica importante de la fagocitosis por leucocitos es la
capacidad de responder a un estimulo quimiotactico, esta respuesta es una
parte esencial en la respuesta contra infeccionessz.. La locomocion

leucocitaria es al azar (quimiocinésis) ¢ dirigida (guimiotactica). La primera



puede es estimulada y no estimulada; la estimulada, ocurre cuando un
quimioatractante interacciona con un leucocito, pero en ausencia de un
gradiente de concentracién, es decir, las células son bafadas
uniformemente por una solucién que contiene el quimioatractante y bajo
estas condiciones las células tienen una actividad mas considerable que las
que estan en reposo, pero el movimiento es desorientado®. Mientras gue la
locomocion quimiotactica por su parte, es un movimiento dirigido
unidireccional en respuesta a un gradiente de concentracién de un
quimioatractante*®,

El movimiento leucocitarioc es generalmente un movimiento de células
blancas a traves de los microvasos; esto es a una velocidad menor que la
velocidad del movimiento de las células rojas de la sangre®. La migracién
de leucocitos circulantes en la sangre hacia el interior del tejido inflamado
se |lleva a cabo mediante un proceso que comprende tres pasos (Figura 2):
un movimiento a lo largo de los vasos, activacion de neutréfilos 6 monocitos-
macrofagos y células endoteliales, y una interaccién de alta afinidad entre
integrinas glicoproteinas de l|a superfamilia de inmunoglobulinas vy
deslizamiento a lo largo del endotelio, diapédesis y migracioén al tejido, en
respuesta al gradiente quimioatractante.

En el tejido inflamado el movimiento de los leucocitos frecuentemente
conduce a un estado estacionario en el que permanecen firmemente unidos
a la superficie celular endotelial, sin movimiento de rotacién. Esta fuerte
interaccion es de alta afinidad y es referida a los leucocitos que denotan

ausencia de movimiento a lo largo de la vénula %.
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Figura 2. Respuesta inflamatoria — migracién celular

1.2.2 Factores Quimiotacticos.

La fuente de factores quimiotacticos in vivo, es el sistema del
complemento de donde se deriva el fragmento quimiotactico C5a. Otros
mediadores derivados del plasma, con actividad quimiotactica, incluyen al
factor dependiente Hageman, asi como los productos de la via del
metabolismo del acido araquidonico, de la via de la lipooxigenasa y de la via
de la ciclooxigenasa (prostaglandinas y tromboxanos)®.

Los factores derivados de las células incluyen productos de los
linfocitos, monocitos y leucocitos polimorfonucleares. Ciertos productos

virales, bacterias y tejidos contienen C3 y enzimas que parten al C5, las



cuales pueden actuar indirectamente en la liberacibn de factores
quimiotacticos derivados del complemento®.

Ademas, las bacterias y los virus pueden delatar su presencia a los
mecanismos de defensa por la liberacibn de metabolitos quimiotacticos
preformados de bajo peso molecular. Estudios realizados confirman, que los
factores quimiotacticos bacterianos son péptidos pequefios, los cuales
llevaron al descubrimiento de la actividad quimiotactica del péptido N-
formiimetionina®.

Estudios de la locomocion de leucocitos han revelado la presencia de
reguladores del sistema quimiotactico, estos incluyen al inactivador de factor
quimiotactico, inhibidor dirigido a la célula® y el factor de estimulacién de
leucocinesis*®; todos estos son constituyentes normales del suero humano,
encontrandose en cantidades traza*®.

El inactivador del factor quimiotactico interacciona directamente con
diferentes componentes que suprimen sus actividades, lo cual fue
determinado en pacientes con enfermedad de Hodgkin's, cirrosis,
sarcoidosis y lupus eritematoso sistémico (LES).

El inhibidor dirigido a Ila célula actia directamente en
polimorfonucleares y monocitos inactivando la locomocion; elevaciones de
la actividad del inhibidor dirigido a la célula en suero se han asociado con
locomocién anormal de leucocitos, observado en pacientes con cirrosis, en
enfermos hospitalizados y en algunos padecimientos con periodontitis
recalcitrante .

El factor de estimulacion de la leucocinesis es él responsable del

efecto quimiotactico del suero normal y de la locomocién de los granulocitos,



una deficiencia de este factor en suero ha sido relacionada con la perdida

de infecciones recurrentes serias 6 crénicas en varios pacientes?’.

1.2.3 Quimiocinas.

Las quimiocinas son moléculas que presentan una actividad
quimiotractante selectiva para diferentes tipos de leucocitos desempefiando
un papel importante en el proceso de transmigracion®®. Ademas representan
una superfamilia de aproximadamente 30 citocinas quimiotacticas que son
iniciadores vitales de las reacciones inflamatorias'®, su peso molecular
oscila entre los 8 y 16 KDa, siendo producidas y liberadas por una amplia
variedad de tipos de células en la fase inicial de la respuesta del hospedero
al dafio, antigenos 6 a la invasién de microorganismos?®. La produccién es
inducida por mediadores exé6genos y enddégenos, como son IL-1, TNF-a y
IFN-y, que se unen a receptores especificos de la superficie ceiular®.

Las quimiocinas han sido divididas en dos subgrupos: el C-X-C
{(donde X es cualquier aminoacido) y C-C. Donde el grupo C-X-C es
exclusivo de neutréfilos; mientras que el grupo C-C parecen atraer a
monocitos, baséfilos, eosindfilos y linfocitos (incluyendo células NK) pero no
neutréfilos. Recientemente se ha encontrado un tercer grupo de quimiocinas,
lamado C, donde la linfotactina es representativa de este grupo y es un
factor quimiotactico para linfocitos y células NK, pero no para monocitos 6

neutrofilos®.



1.3 Moduladores de la Respuesta Inmune.

Los inmunomoduladores son nuevos agentes 6 compuestos que
modifican directamente la funcidn inmunitaria especifica, teniendo un efecto
neto positivo 6 negativo en la actividad del sistema inmunitario. En la
actualidad es limitada la experiencia con inmunomoduladores en estudios
clinicos controlados, pero muchos de estos pueden ser efectivos para los
tratamientos de trastornos neoplasicos, infecciosos e inmunitarios®.

Hoy en dia, se han identificado una cantidad creciente de sustancias
capaces de modular la funcién inmunitaria, que tienen un efecto mas
especifico que los productos de microorganismos como el bacilo Calmette-
Guérin y Corynebacterium parvum que se utilizaban con propositos
similares®.

Los usos potenciales de los inmunomoduladores en medicina clinica
son la reconstitucién de la deficiencia inmunitaria y la supresioén de la funcién
inmunitaria excesiva.

En el caso de la quimiotaxis leucocitaria, se han identificado defectos
celulares que pueden ser adquiridos 6 congénitos como, diabetes mellitus 6
el sindrome Chediak-Higashi respectivamente, tales desordenes
locomotores pueden ser debidos a anormalidades en las mismas células, por
defecto en el sistema del complemento & por niveles anormales de
reguladores.

Dichos padecimientos podrian ser posibles blanco para los

biomoduladores de este estudio, sin embargo la estimulacién de la



quimiotaxis por biomoduladores podria ser en general de utilidad en la

induccioén de inflamacién en contra de infecciones 6 cancer.
1.3.1 Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) bovino.

El factor de transferencia (FT) es un material dializable,
ribonucleopéptido de bajo peso molecular, no inmunogénico y obtenido a
partir de linfocitos humanos 6 de otro origen animal, que tiene la capacidad de
transferir inmunidad celular medida por hipersensibilidad tardia (HT) de un
individuo sensible a otro no sensible.

A partir de 1956, Lawrence y Papenheimer denominaron FT a la
sustancia en el EDL cuya actividad biol6gica era |la responsable de transferir
la respuesta inmunol6gica especifica a un antigeno®. El EDL elaborado a
partir de céiulas animales 6 de humanos es capaz de transferir actividad
especifica de un antigeno (Ag) a través de una amplia barrera de especies'®.

En estudios recientes se ha tratado de investigar la influencia que
ejercen diversos biomoduladores en la respuesta quimiotactica; es el caso del
EDL bovino el cual se caracteriza por ser una preparacién heterogénea con
efectos demostrados en el sistema inmune. En la ditima década ha sido
empleada como terapia inmunomoduladora inespecifica 6 especifica.

El EDL bovino (Figura 3), se prepara especificamente hacia un Ag
determinado y tiene la capacidad de transferir inmunidad de un individuo
inmune a otro con compromiso inmunolégico. Wilson reporto! algunas

caracteristicas del EDL bovino, peso molecular de 1100 a 3000 Da,



sensibilidad al calor (60°C durante 30 min.) y solubilidad en agua aunque

precipita en etanol®'.

Figura 3. Estructura quimica del EDL bovino.

El interés del EDL bovino comenzé cuando se demostré el beneficio
clinico que ofrecia su administracion en ciertas enfermedades relacionadas
con una deficiencia inmune y cuando existe una falta de respuesta a terapias
convencionales. Sin embargo, Hamblin y Dumonde fueron los primeros en
mencionar que el EDL actuaba como un expansor local de la respuesta
inmunolégica, ademas que se ha sugerido que tiene la informacién
instruccional 6 genética especifica para generar en células no sensibles la
capacidad de responder a ciertos antigenos y activando células previamente
sensibilizadas las cuales son capaces de responder ahora a un estimulo'® 1€,

Lawrence detectdé dos actividades opuesias del EDL especifico de un

Ag, una respuesta con funcién inductora/cooperadora que denominé: factor
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inductor; y una supresora denominada como, factor supresor. Estas
actividades se observaron cuando poblaciones de leucocitos no inmunes se
cultivaban en presencia del factor inductor, observandose que las células
adquirian la capacidad de responder al Ag en forma especifica. Mientras que
la inhibicion de la migracién de los mismos al cultivarlos en presencia del
factor supresor, la respuesta especifica al Ag se bloqueaba y se prevenia la
inhibicién de la migracion®.

El primer estudio in vitro sobre el fenbmeno de transferencia especifica
de Ag con EDL fue realizado por Fireman y cols. en 1967, a partir de esa
fecha se han observado multiples efectos debido a la gran variedad bioidgica
de este?.

La accion inmunomoduladora del EDL bovino se manifiesta por un
aumento en la actividad fagocitica de los neutréfilos y macréfagos, un
aumento en la poblacion y en la sintesis de receptores de linfocitos T para la
formacion de rosetas y un aumento en el nimero de células formadoras de

anticuerpo (Ab)?® %,

1.3.2 Norepinefrina (NE).

La NE es una clase de catecolamina que comparte con la dopamina y
la epinefrina roles importantes de la funcién del sistema nervioso (Figura 4).
Estos compuestos que actiian como neurotransmisores, se producen de
manera importante en dos sitios del organismo: médula adrenal
(mayoritariamente la epinefrina), y en los nervios peﬁfériws (dopamina y

norepinefrina).
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Existe una relacion entre el sistema nervioso con el sistema inmune,
se sabe que el estrés activa tanto la via hipotalamica-pituitaria-adrenal como
la simpatica. En la primera se producen los glucocorticoides, mientras que
en |la segunda se estimula la produccién de las catecolaminas, norepinefrina
y epinefrina. Ambos sistemas se caracterizan por una diversidad de tipos
celulares y transmisiéon de informacién ceélula a célula mediante factores
solubles como linfocinas (en el sistema inmunitario) y neurotransmisores (en
el sistema nervioso), ademas de tener la capacidad de memoria corta y de

larga duracién®.

NH,
HO

OH

OH

Figura 4. Estructura quimica de la NE.

La NE modula la actividad de sus células blanco al unirse a receptores
adrenergicos expresados en la superficie de estas, uno de sus blancos
pueden ser las células del sistema inmune. Una observacion adicional ha
sido la de la innervacién del sistema inmune, si ambos hechos son mas que

casuales, puede sugerirse que el sistema nervioso y sus moléculas tienen
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presencia y probablemente juegan un papel en la regulacién de la respuesta
inmune.

Se ha observado que las catecolaminas, epinefrina y norepinefrina
(en ofros tiempos asignadas exclusivamente al sistema nervioso) son
capaces de influir sobre la respuesta inmunoldgica en fases que van desde
la induccién, activacion y funciones efectoras de las células inmunes'®, pero
también suprimiendo las funciones inmunolégicas’ 1125,

Sin embargo los hallazgos mas recientes retan este modelo al
proponer una influencia mas versatil 6 bimodal que si bien puede involucrar
inmunosupresién, también en forma contraria puede implicar un aumento en
la capacidad de respuesta del sistema inmune. Esto va a depender en gran
manera de aspectos como: el individuo, duracién, tipo de estrés, nivel

celular evaluado y su estado de activacién.

1.3.3 Opiodes.

Los opiaceos son farmacos derivados del opio, entre estos se
encuentran la morfina, codeina y gran variedad de compuestos semi-
sintéticos derivados de estos y de la tebaina, otro componente del opio. El
termino opioide es mas amplio, pues se aplica a todos los agonistas y
antagonistas con actividad del tipo de la morfina, lo mismo que a los
péptidos opioides naturales, sintéticos y semi-sintéticos?’.

Los opioides se han utilizado extensamente como analgésicos en el
tratamiento del dolor debido a cancer y otras condiciones clinicas. Esta

practica, comun desde ya hace tiempo, ha visto incrementar su popularidad

13



recientemente, por lo que también ha aumentado la importancia del
conocimiento y comprension de las interacciones de los opioides con los
diversos sistemas funcionales en un amplio rango de condiciones. Algunos
aspectos de gran interés se refieren a la eficacia, tolerancia, potencial de
abuso y los efectos secundarios de estos compuestos; estos Ultimos, han
ganado gran relevancia en la actualidad ya que numerosos estudios han
demostrado que la administracién de opioides tiene diversos efectos en el
sistema inmune, entre ellos la supresién del mismo®.

Recientemente los unicos opioides disponibles para ser evaluados
eran compuestos peptidicos endégenos, con resultados que van desde la
estimulacion, supresion 6 ausencia de efectos sobre el sistema inmune, sin
embargo, los compuestos peptidicos presentan la desventaja de ser
proteoliticamente inestables y no ser capaces de atravesar la barrera
hematoencéfalica lo que limita su aplicacion clinica®®. Por ello se realizan
esfuerzos por desarrollar compuestos opioides no peptidicos que sean
selectivos, eficaces y seguros clinicamente.

El SNC80 forma parte de una serie de prometedores compuestos

sintetizados por Calderén y cols. (Figura 5) ya que parecen tener una
selectividad mucho mayor por los receptores opioides defta (3) y mu (i) que

el compuesto original (hasta 500 veces mayor), esta selectividad ademas es
muy parecida a la de los agonistas opioides més selectivos®. Los hallazgos
obtenidos de los estudios in vivo sugieren que el SNC80 puede ser mas
selectivo, eficaz y seguro que otros compuestos opioides, lo cual puede

representar un avance prometedor en el desarrollo de analgésicos*.
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Figura 5. Estructura quimica del SNC380
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El SNC80 es un nuevo opioide no peptidico de clase & que muestran
efectos potenciadores en la respuesta proliferativa de linfocitos timicos in

vivo* y en las funciones de macréfagos peritoneales?®, estas observaciones

pueden tener impacto clinico en el tratamiento de enfermedades. La
comprension de la actividad moduladora de estos opioides, peptidicos y no
peptidicos, endogenos y exégenos, en la funcion inmune puede proporcionar
beneficios clinicos y terapéuticos a pacientes inmunocomprometidos que
sufren de enfermedades infecciosas como el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) y hepatitis B, y cancer. La actividad de los opioides
depende de su unidn a receptores de alta afinidad llamados p, x y 8

presentes en el cerebro y en las células del sistema inmune 27- 38,
Se ha demostrado que el uso de opioides afecta tanto la inmunidad
innata como la adaptativa. Durante el estrés, el cerebro induce la liberacién

de hormonas, como los glucocorticoides, que no s6lo producen analgesia,

sino también causan inmunosupresion® % 4. A su vez, las células del
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sistema inmune liberan citocinas que afectan al sistema nervioso central * %',

Se puede entonces inferir que una sustancia que afecte al sistema nervioso

central podria alterar también al sistema inmune y viceversa.

1.4 Quimiotaxis.

La evaluacién de la migracién de los leucocitos in vitro se realiza
para determinar el grado en el cual los leucocitos pueden responder al
quimioatractante. Desordenes en la locomocidon son frecuentemente
fundadas en pacientes con historia de infecciones bacteriales recurrentes
crénicas, al igual que por anomalias internas en los leucocitos 6 defectos en
el plasma (deficiencias del complemento) é por niveles anormales de los
reguladores, como ya se menciond con anterioridad. Las ventajas de estas
técnicas incluyen la naturaleza del ensayo in vitro y la preparacion del
material a muestrear. La mayor desventaja es el requerimiento de personal
de laboratorio con experiencia y el tiempo que se requiere para la realizacién
de cada ensayo?.

Existen pruebas clinicas adecuadas para medir solo algunas de esas
funciones, por ejemplo. locomocién y quimiotaxis, fagocitosis y actividad
microbicida; la medicion del nimero de células que se han movido a través
de un filtro 6 la distancia que ellos han recorrido es (til clinicamente.

La locomocion direccional de células hacia diversos estimulos, se
cuantifican mediante el uso de la camara de Boyden 6 Wilkinson. Aunqgue
este método es en teoria simple hay muchas dificultades teéricas, como la

falta de disponibilidad de filtros de tamarfio estandarizado del poro,
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predisposicion del observador a cuantificar las células que migran en el
microscopio, perdida de células que se eliminan 6 atraviesan totalmente el
filtro.

Boyden, en 1962 introduce un método para el estudio de quimiotaxis
el cual es aun usado, éste consta de una membrana de celulosa que separa
una camara superior de una camara inferior la cual contiene una solucién
quimiotactica, un gradiente de concentracién se establece a lo largo de la
membrana y estimula el movimiento de las células a través de la
membrana®.

Por otro lado Snyderman y cols. mencionan que se han hecho
modificaciones a la técnica de las cdmaras de Boyden en las cuales las
células migran a través de filtros de policarbonato con poros de 15 pm y son
difundidas a la parte de abajo del filtro® 53,

Wilkinson, en 1974 describe cdmaras simples para quimiotaxis las
cuales constan de una membrana pegada a la boca de un tubo de plastico®.

Maderazo, en 1978 describe tres tipos de medicién de los resultados
de la migracién celular; el primer método involucra el conteo del numero de
células gque llegan a una distancia preseleccionada, el segundo mide la
distancia migrada por las células, y en el tercer método las células son
contadas a intervalos de 10 um de la monocapa celular desde la superficie
proximal a la superficie distal, él nimero de células contadas en cada nivel
es multiplicado por la distancia del nivel de la superficie proximal, los
productos obtenidos son sumados y divididos por él numero total de las
células contadas, el nimero obtenido es la distancia promedio migrada por

célula, este es llamado indice de locomoci6n o factor quimiotactico®.
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Fantone y Kreutzer, en 1979 mencionan que la cuantificaciéon de la
respuesta quimiotactica también puede ser realizada por medicién de la
liberacién de enzimas lisosomales durante la interaccion de los neutrofilos

y el quimiotactante?® 3!,
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Capitulo Il

HIPC

Los biomoduladores, extracto dializable de leucocitos (EDL) bovino,
norepinefrina (NE) y (+)-4-((alpha R)-alpha-((2S, 5R)-4-allyl-2, 5-dimethyl-1-
piperazinyl)-3-methoxybenzyl)-N,  N-diethyl-benzamide @ (SNC80) son

capaces de alterar la migracién de leucocitos humanas y de rata.
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Capitulo lll

OBJETIVO

3.1 Objetivo General.

Evaluar la actividad quimiotactica in vitro de biomoduladores de la

respuesta inmune sobre leucocitos humanos y de rata.

3.2 Objetivos Especificos.

Evaluar los compuestos, EDL bovino, NE y SNC80, en los siguientes

parametros:
a) Migracion de células de sangre periférica humana.
b) Migracion de linfocitos de bazo y timo de rata.

c) |dentificacién del tipo de locomocién {quimiotaxis é quimiocinésis) de

células de sangre periférica humana.

d) Identificacion del tipo de locomocion (quimiotaxis 6 guimiocinésis) de

linfocitos de timo y bazo de rata.
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Capitulo IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 Reactivos.

La solucién penicilina-estreptomicina y el medio RPMI-1640 se
obtuvieron de Life Technologies (Grand Island, NY). El PBS, DMSO,
metanol, el buffer de lisis para células eritrociticas, la caseina, la tinciéon de
hematoxilina y el Histopaque-1077 se adquirieron en Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). Los filtros de ocho micras de tamafio de poro se obtuvieron

de Milipore, CO. (Befdford, MA).

4.2 Animales.

Ratas macho de 6-8 semanas de edad Sprague-Dawley (200-250 g)
se obtuvieron de Harlan Sprague-Dawley Inc. (Indianapolis, IN). Se
mantuvieron en un ambiente libre de patégenos y de estrés a 24 °C, bajo un
ciclo luz-oscuridad (fase luminica, 06:00-18:00 h), y se les proporcioné agua

y alimento ad libitum.

4.3 Tratamientos.

4.3.1 Preparacién de EDL bovino.

El EDL bovino se prepar6 bajo el método de Lawrence™. Brevemente,

se obtuvo el bazo de un bovino recién sacrificado y se homogeniza para ser
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tratado en un proceso de congelamiento-descongelamiento con
alcohol/acetona y bafos en agua a temperatura de 37°C (doce ciclos). El
lisado obtenido se dializé con membranas de 12 KDa de tamafio de poro
(cutoff) por 48 h a 4°C, seguida de una esterilizacion del mismo con filtros de

0.2 um y su posterior liofilizacién (1U = 1 x 10° células).

4.3.2 Preparacion de NE.

Una solucién stock de NE (2 x 10° M) se preparé disolviendo 0.67

mg de este compuesto en agua destilada estéril.

4.3.3 Preparacion de SNC80.

Una solucion stock de SNC80 (1 x 10° M) se prepard al disolver 0.9
mg de este compuesto en agua destilada estéril que contiene 5% DMSO
mas 2.5 % de HCI 0.1 N, y las diluciones se prepararon en solucién salina

libre de pir6genos en las concentraciones apropiadas.

4.4 Obtencion de Células.

4.4 1 Linfocitos de Sangre Periférica Humana.

Se empledé sangre completa obtenida de donadores sanos para el
aislamiento de la capa de células mononucleares humanas de una muestra
de sangre periférica bajo la técnica de separacién de leucocitos mediante un

gradiente de densidad. Brevemente, se mezclaron de 15-20 mL de la sangre
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periférica colectada con un volumen similar de la solucién de PBS. Esta
mezcla es vertida cuidadosamente sobre un volumen de Ficoll Hypaque-
1077 el cual representa una tercera parte de ia mezcla inicial; este volumen
final es centrifugado a 2000-3000 r.p.m. por 30 min. Posteriormente es
colectada la interfase formada de linfocitos y lavada en tres ocasiones con
medio RPMI-1640 a 1600 r.p.m. por 5 min., ajustandose enseguida a una
concentracién celular de 1x10° células por mililitro (células/mL) en el caso

del EDL bovino, 2x108 células/mL para SNC80 y 6x10® céliulas/mL en NE.

4.4.2 Obtencién de Linfocitos de Timo y Bazo de Rata.

El timo y/o bazo de ratas macho de aproximadamente 200-250 g. de
peso se removieron inmediatamente después de matar al animal por asfixia
con CQO,. Suspensiones celulares se prepararon al disgregar el timo y/o el
bazo en medio RPMI-1640 suplementado con una solucion 0.5% de
penicilina-estreptomicina. Las suspensiones de linfocitos se lavaron tres
veces en este medio a 1600 r.p.m. por 5 min., ajustandose enseguida de

igual manera que el punto 4.4.1.

4.5 Determinacidn de la Viabilidad Celular.

La viabilidad de las células utilizadas en todos los experimentos se
determiné mediante el método de exclusién de azul tripano*?, y esta fue

superior al 95%.

23



4.6 Protocolo de Quimiotaxis.

Para la prueba de quimiotaxis se utilizé la prueba de migracion en
filtros desarrollada por Wilkinson?®: 3 Brevemente, se prepararon filtros de 8
pm de tamaito de poro los cuales se adhirieron en el extremo de jeringas
insulinicas previamente cortadas en uno de sus extremos. El compartimiento
inferior de cada camara contenia sélo el material de prueba en un volumen
final de 5 mL del agente quimiotactico a probar, contenido esto dentro de un
vaso de precipitados de 10 mL de volumen. El compartimiento superior de
cada camara contenia 0.20 mL de las suspensiones celulares a la
concentracion determinada en medio RPMI-1640, contenido esto en las
jeringas previamente preparadas (Figura 6). Las camaras se incubaron a

37°C por tres horas.

Concentrado
Celular
Agente

Quimiotactico

Figura 6. Camara de quimiotixis de Wilkinson.

4.7 Tincién y Fijacion.

Al finalizar el periodo de incubacién, los filtros se separaron de las

jeringas con la ayuda de etanol absoluto y se tiieron segun las indicaciones
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de la tabla 1. Por uGitimo, se montaron los filtros entre un portaobjetos y
cubreobjetos después de que estos se han secado, y finalmente se sellaron

con resina sintética o parafina en su contorno.

Tabla 1. Técnica de tincion
Agua destilada 1min.
Hematoxilina 30 seg. — 1min.
Agua destilada 1 min.
Agua corriente 10 min.
Etanol 70% 2 min.
Etanol 95 % 3 min.
congis 5 min
(Butanol 20% + Etanol 80%) ;
Xilol 10 min.

4.8 Cuantificacioén Celular.

Se cuantificaron las células que migraron a la superficie externa de los
filtros con la ayuda del objetivo 40x de un microscopio 6ptico comun. Se
registraron los promedios de al menos tres determinaciones por triplicado en

cada experimento.

4.9 Prueba de Tablero (Checkerboard Assays).

Para definir si el tipo de actividad encontrada en los biomoduladores
era quimiotactica 6 quimiocinética se desarrollaron pruebas de tablero en
gradientes, en donde el biomodulador a una determinada concentracién se
coloco soélo en el compartimiento inferior (gradiente positivo hacia el factor

guimiotactico), en ambos compartimentos (ausencia de gradiente
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guimiotactico) y s6lo en el compartimiento superior (gradiente negativo hacia
el factor quimiotactico); esto de acuerdo al método del “checkerboard

assays” desarrollado por Zigmod y Hirsch®,

4.10 Analisis Estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + el error estandar de la
media de determinaciones por triplicado por tratamiento de tres
experimentos independientes para un total de nueve repeticiones por grupo.
Se utiliz la prueba f de Student para determinar la significancia estadistica

de las diferencias observadas entre el grupo tratado y el control.
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Capitulo V

RESULTADOS

5.1 Efecto del EDL bovino sobre la migracién celular.

Los resultados que se muestran en las figuras 7 y 8, indican que el
EDL bovino incrementé la migracion de linfocitos humanos (0.012 — 0.2
U/mL) y rata (0.1 — 0.2 U/mL) en forma significativa (P < 0.05) y dependiente
de la concentracién del biomodulador. Ambas figuras, muestran una
tendencia progresiva de movimiento celular, siendo las células de bazo de
rata las que en mayor cantidad migraron con una media de 81 células por
filtro en la concentracion de 0.2 U/mL, comparado esto, con las 48 células de

sangre periférica humana en la misma dosis.

5.1.1 Identificacion del tipo de locomocién provocada por el EDL

bovino.

A través de la prueba de tablero, se identificé el movimiento
ocasionado por el EDL bovino como una locomocién dirigida é quimiotactica,
lo cual se corroboré al observandose un aumento significativo (P < 0.05) del
gradiente positivo en contra de los demas gradientes, esto tanto en células
de sangre periférica humana (Figura 9) como de células de bazo de rata

(Figura 10) .
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5.2 Efecto de la NE sobre la migracién celular.

Se demostré que la NE estimulé la migracion de células de sangre
periférica humana (Figura 11) estimuladas con cinco diferentes
concentraciones de NE de manera significativa (P < 0.01) y dependiente de
las dosis del biomodulador; mientras que las células de timo de rata (Figura
12) se inhibieron (P < 0.01) en forma inversamente proporcional a la

concentraciéon de NE.

5.2 1 Identificacién del tipo de locomocién provocada por la NE.

Por otro lado, la prueba de tablero muestra un pequefic aumento de
celulas en la columna sin gradiente esto por igual, tanto en células de sangre
periférica humana (P < 0.01) (Figura 13) como células de timo de rata (P <
0.05) (Figura 14), lo cual nos indica que la migracién de células ocurre de

forma quimiocinética en ambos casos.

5.3 Efecto del SNC80 sobre migracién celular.

Las células de sangre periférica humana (Figura 15) y células de timo
de rata (Figura 16) fueron tratadas con cinco diferentes concentraciones de
SNCB80, observandose una estimulacién de la quimiotaxis de manera
significativa (P < 0.01) y en forma dependiente de la dosis observandose una

dosis-respuesta en el uso del biomodulador.
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5.3.1 ldentificacién del tipo de locomocion provocada por el SNC80.

Se demostré la actividad quimiotactica en pruebas de gradientes, la
mayor respuesta de células de sangre periférica humana (Figura 17) y
células de timo de rata (Figura 18) se encontré en el gradiente positivo cbn
una significancia en ambos casos de P < 0.05, mientras que la respuesta

hacia los demas gradientes fue menor.

5.4 Efecto del antagonista naloxona (i) en la migraciéon de células de

sangre periférica humana y timo de rata tratadas con SNC80.

Se demostré que la actividad quimiotactica inducida por el SNC80 en
dosis 6ptimas de 107 y 10 M, fue inhibida por el antagonista naloxona ()
en pruebas de gradientes. El grupo tratado con naloxona + SNC80 presenté
una inhibicion de la migracion celular de aproximadamente un 80% respecto
al grupo tratado solo con SNCB80, esto tanto en células de sangre periférica
humana (Figura 19) como de timo de rata (Figura 20). En ambos casos de P

<0.05.
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Figura 7. Efecto del EDL bovino sobre la migraciéon de células de sangre periférica
humana. Se utiliza la técnica de Wilkinson, en donde células de sangre periférica se
aislaron mediante la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 1x10° células/mL.
Estas se estimularon con varias concentraciones de EDL bovino y medio RPMI-1640 como
control negativo. Se incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de hematoxilina,
para finalmente cuantificar el nimero total de células en la superficie externa de los filtros.
La figura representa la media t el error estandar de la media de tres repeficiones par

tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.01 comparado con el control negativo.
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Figura 8. Efecto del EDL bovino sobre la migraciéon de células de bazo de rata. Se
utiliza la técnica de Wilkinson, en donde el bazo de rata se aislé, maceré y lavé con medio
RPMI-1640 y concentradas las células después a 1x10° células/mL. Estas se estimularon
con varias concentraciones de EDL bovino y medio RPMI-15640 como control negativo. Se
incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de hematoxlina, para finalmente
cuantificar el nimero total de células en la superficie externa de los filtros. La figura
representa la media t el error estandar de la media de tres repeticiones por tratamiento de

un experimento representativo. * P< 0.05 comparado con el control negativo.
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Figura 9. ldentificacién del tipo de locomocién inducida por el EDL bovino a través del
método de tablero de células de sangre periférica humana. Se utilizan pruebas de
tablero (checkerboard assays), en donde células de sangre periférica humana se aislaron
mediante la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 1x10° células/mL. Utilizando
tres diferentes gradientes: A) Gradiente positivo, B) Sin Gradiente y C) Gradiente negativo,
utilizando una dosis 6ptima de 0.2 U/mL, y medio RPMI-1640 como control negativo. Se
incuban a 37°C por 3h. y tifen mediante la técnica de hematoxilina, para finalmente
cuantificar el nomero total de células en la superficie externa de los filtros. La figura
representa la media t el error estAndar de la media de tres repeticiones por tratamiento de

un experimento representativo. * P< 0.05 comparado con el control negativo.
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Figura 10. ldentificacion del tipo de locomocion por el método de tablero de células
de bazo de rata. Se utilizan pruebas de tablero (checkerboard assays), en donde células
de bazo de rata se aislaron, maceraron y lavaron con medio RPMI-1640 y concentradas a
1x10° células/mL. Utilizando tres diferentes gradientes: A) Gradiente positivo, B) Sin
Gradiente y C) Gradiente negativo, utilizando una dosis 6ptima de 0.2 U/mL, y medio RPMI-
1640 como control negativo. Se incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de
hematoxilina, para finalmente cuantificar el nimero total de células en la superficie externa
de los filtros. La figura representa la media + el error estandar de la media de tres
repeticiones por tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.05 comparado con el

control negativo.
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Figura 11. Efecto de la norepinefrina sobre la migraciéon de células de sangre
periférica humana. Se utiliza la técnica de Wilkinson, en donde células de sangre periférica
humana se aislaron mediante la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 6x10°
células/mL. Estas se estimularon con varias concentraciones de NE y medio RPMI-1640
como control negativo. Se incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de
hematoxlina, para finaimente cuantificar el nimero total de células en la superficie externa
de los filtros. La figura representa la media + el error estidndar de la media de tres
repeticiones por tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.01 comparado con el

control negativo.
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Figura 12. Efecto de la norepinefrina sobre la migracién de células de timo de rata. Se
utiliza 1a técnica de Wilkinson, en donde el timo de rata se aisl6é, maceré y lavé con medio
RPMI-1640 y concentradas las células después a 6x10° células/mL. Estas se estimularon
con varias concentraciones de NE y medio RPMI-1640 como control negativo. Se incuban a
37°C por 3h. y tifen mediante la técnica de hematoxilina, para finalmente cuantificar el
numero total de células en la superficie externa de los filtros. La figura representa la media t
el error estandar de la media de tres repeticiones por tratamiento de un experimento

representativo. * P< 0.01 comparado con el control negativo.
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Figura 13. Identificacién del tipo de locomocién inducida por NE a través del método

de tablero de células de sangre periférica humana. Se utilizan pruebas de fablero
(checkerboard assays), en donde células de sangre periférica se aislaron mediante la
técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 6x10° células/mL. Utilizando tres
diferentes gradientes: A) Gradiente positivo, B) Sin Gradiente y C) Gradiente negativo,
utilizando una dosis 6ptima de 107 M y medio RPMI-1640 como control negativo. Se
incuban a 37°C por 3h. y tiien mediante la técnica de hematoxlina, para finalmente
cuantificar el nimero total de células en la superficie exierna de los filtros. La figura
representa la media el error estdndar de la media de tres repeticiones por tratamiento de

un experimento representativo. * P< 0.01 comparado con el control negativo.
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Figura 14. ldentificacién del tipo de locomocién inducida por NE a través del método
de tablero de células de timo de rata. Se utilizan pruebas de tablero (checkerboard
assays), en donde células de timo de rata se aislaron, maceraron y lavaron con medio
RPMI-1640 y concentradas a 6x10° células/mL. Utilizando tres diferentes gradientes: A)
Gradiente positivo, B) Sin Gradiente y C) Gradiente negativo, utilizando una dosis 6ptima de
10" M y medio RPMI-1640 como control negativo. Se incuban a 37°C por 3h. y tifien
mediante la técnica de hematoxlina, para finalmente cuantificar el nimero total de células
en la superficie externa de los filtros. La figura representa la media t el error estandar de la

media de tres repeticiones por tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.05

comparado con el control negativo.
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Figura 15. Efecto DEL SNC80 sobre la migracion de células de sangre periférica
humana. Se utiliza la técnica de Wilkinson, en donde células de sangre periférica se
aislaron mediante la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 2x10° células/mL.
Estas se estimularon con varias concentraciones de SNC80 y medio RPMI-1640 como
control negativo. Se incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de hematoxilina,
para finalmente cuantificar el namero total de células en la superficie externa de los filtros.
La figura representa la media + el error estandar de la media de tres repeticiones por

tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.01 comparado con el control negativo.
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Figura 16. Efecto del SNC80 sobre la migracién de células de timo de rata. Se utiliza la
técnica de Wilkinson, en donde el timo de rata se aislé, macero y lavo con medio RPMI-
1640 y concentradas las células después a 2x10° células/mL. Estas se estimularon con
varias concentraciones de SNC80 y medio RPMI-1640 como control negativo. Se incuban a
37°C por 3h. y tifen mediante la técnica de hematoxlina, para finalmente cuantificar el
numero total de células en la superficie externa de los filtros. La figura representa la media +
el error estandar de la media de tres repeticiones por tratamiento de un experimento

representativo. * P< 0.01 comparado con el control negativo.
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Figura 17. Identificacién del tipo de locomocién inducida por SNC80 a través del
método de tablero de células de sangre periférica humana. Se utilizan pruebas de
tablero (checkerboard assays), en donde células de sangre periférica se aislaron mediante
la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y concentradas a 2x10° células/mlL. Utilizando tres
diferentes gradientes: A) Gradiente positivo, B) Sin Gradiente y C) Gradiente negativo,
utilizando una dosis éptima de 10° M y medio RPMI-1640 como control negativo. Se
incuban a 37°C por 3h. y tifien mediante la técnica de hematoxilina, para finalmente
cuantificar el nimero total de células en la superficie extema de los filtros. La figura
representa la media t el error estandar de la media de tres repeticiones por tratamiento de

un experimento representativo. * P< 0.05 comparado con el control negativo.
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Figura 18. ldentificacion del tipo de locomocioén inducida por el SNC80 a través del
método de tablero de células de timo de rata. Se utilizan pruebas de tablero
(checkerboard assays), en donde células de timo de rata se aislaron, maceraron y lavaron
con medio RPMI-1640 y concentradas a 2x10° células/mL. Utilizando tres diferentes
gradientes: A) Gradiente positivo, B) Sin Gradiente y C) Gradiente negativo, utilizando una
dosis 6ptima de 10° M y medio RPMI-1640 como control negativo. Se incuban a 37°C por
3h. y tifen mediante la técnica de hematoxilina, para finalmente cuantificar el nimero total
de céfulas en la superficie externa de los filtros. La figura representa la media % el error
estandar de la media de tres repeticiones por tratamiento de un experimento representativo.

* P< 0.05 comparado con el control negativo.
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Figura 19. Efecto del antagonista naloxona (1) en la migracién de células de sangre

periférica humana tratadas con SNC80. Se utiliza la técnica de Wilkinson, en donde
células de sangre periférica se aislaron mediante la técnica de Ficoll Hypaque-1077 y
concentradas a 2x10° células/mL. Estas se estimularon con dos concentraciones optimas en
tres diferentes tratamientos, 1) solo el SNC80 2) solo la naloxona 3) SNC80 + naloxona;
ademas de medio RPMI-1640 como control negativo. Se incuban a 37°C por 3h y tifien
mediante la técnica de hematoxilina, para finalmente cuantificar el nimero total de células
en la superficie externa de los filtros. La figura representa la media t el error estandarde la
media de tres repeticiones por tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.05

comparado con el control negativo.
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Figura 20. Efecto del antagonista naloxona (u) en la migracién de células de timo de
rata tratadas con SNC80. Se utiliza la técnica de Wilkinson, en donde el timo de rata se
aisté, macero y lavé con medio RPMI-1640 y concentradas las células a 2x10° células/mL.
Estas se estimularon con dos concentraciones optimas en tres diferentes tratamientos, 1)
solo el SNC80 2) solo la naloxona 3) SNC80 + naloxona; ademas de medio RPMI-1640
como control negativo. Se incuban a 37°C por 3h y tiflen mediante la técnica de
hematoxilina, para finalmente cuantificar el nimero total de células en la superficie externa
de los filtros. La figura representa Ia media ¢ el error estandar de la media de tres

repeticiones por tratamiento de un experimento representativo. * P< 0.05 comparado con el

control negativo.
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Capitulo VI

DISCUSION

En la actualidad, una de las estrategias que se siguen para tratar de
corregir las deficiencias en el funcionamiento del sistema inmunolégico
incluyen el uso de modificadores de la respuesta bioldgica conocidos también
como inmunomoduladores, los cuales son sustancias que directa ©
indirectamente modifican uno 6 mas componentes de la respuesta inmune
del huésped con el objetivo de tener un beneficio; estas sustancias funcionan
aumentando y/o restableciendo los mecanismos efectores inmunolégicos 6
bien inhibiendo la inmunidad excesiva®. En este trabajo, el objetivo fue el de
demostrar la capacidad inmunoreguladora del EDL bovino, NE y SNC80 para
activar la quimiotaxis de linfocitos humanos y de rata, ya que esta es un
importante fenbmeno de la respuesta inmune y esencial en la respuesta
contra infecciones®

La utilidad que tiene el EDL bovino como inmunomodulador en el
tratamiento de enfermedades se basa en la capacidad que posee para
desencadenar de una manera selectiva una respuesta inmune celular
especifica hacia un Ag dado. ElI EDL bovino induce efectos biol6gicos in vitro
como, el incremento de CD2 en linfocitos T, la activacion de monocitos-
macréfagos, y la produccion de IL-1. Por el contrario inhibe la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADQC), mejora la actividad defectuosa
de la quimiotaxis de leucocitos, al igual que la funcion de las células

asesinas naturales (NK). En estudios in vivo, aumenta la reaccién contra
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injerto en pacientes inmunodeprimidos y aumenta la ADCC y la actividad de
las células NK' '8, Previamente se ha demostrado que el EDL tiene como
efecto la inhibicién de la migracién de células de rata, segin el método de
placas de agarosa y se identifico que esta estrechamente relacionado con la
concentracion del factor de transferencia 6 EDL bovino®” 2, En cambio, en el
trabajo desarrollado en este laboratorio hemos demostrado que en presencia
del EDL bovino, las células de sangre periférica humana y de bazo de rata
presentan un incremento significativo de la quimiotaxis de manera
dependiente a la dosis del inmunomodulador y de forma quimiotactica en su
locomocién, confirmando lo sefialado por otros autores que han descrito que
la quimiotaxis de monocitos humanos se incrementa significativamente al
estar bajo él estimulo del EDL, esto aplicado en terapia médica®. Mientras
que otros, han demostrado usando el método de agarosa en placas, que la
actividad del EDL en la quimiotaxis de células mononucleares es
dependiente expresamente de la concentracién del agente quimiotactico,
siendo ademas una locomocién dirigida®'. Por otra parte la composicién
variable del EDL y la obtencién de un principio activo no estandarizado puede
explicar diferencias en los resultados entre los diversos estudios realizados,
lo cual sigue siendo un problema aun no resuelto.

Mientras que en muchos estudios in vifro se ha encontrado que las
catecolaminas modulan la capacidad funcional de los linfocitos, poco es aun
lo que se conoce acerca del efecto de estos neurotransmisores en células
del sistema inmunolégico*'. En nuestros resuitados obtenidos de tres
experimentos independientes, se observé que la NE suprimié la migracién

de las células de timo de rata en forma inversamente proporcional a la
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concentracién, supresion que se revertia conforme aumentaba la dosis
empieada; esto coincide con investigaciones previas que sefialan que altas
concentraciones (10 - 107 M) inhiben la migracién de macréfagos de
ratones adultos de mas de seis semanas de edad, esto bajo la técnica de
Boyden*’. Mientras que con las células de sangre periférica humana, en
nuestro trabajo, la NE potencia la migracion de manera dependiente a la
dosis del biomodulador, reafirmado esto, con estudios realizados con
anterioridad donde macréfagos 6 monocitos humanos estimulados con NE
identifican a este, como un fuerte quimioatractante para estas células a bajas
concentraciones y de manera quimiotactica en su movimiento, lo cual difiere
con nuestros resultados donde la migracion fue observada de manera
quimiocinética®®. Otros estudios han mostrado que la quimiotaxis de
neutrofilos humanos se reduce después de seis horas de exposicién con el
biomodulador'? 8,

Como ya se ha mencionado, los macréfagos tienen numerosas
funciones inmunolégicas incluyendo la produccién de citocinas, fagocitosis
de organismos extrafios, y quimiotaxis en sitios de inflamacién. Dada su
importancia funcional en la defensa de los organismos también han sido
objeto de diversos estudios sobre la actividad moduladora de compuestos
opioides. Por otro lado, de acuerdo a Deitch y cols., la morfina tiene un
efecto profundo en la funciéon de los neutréfilos in vivo al disminuir la
quimiotaxis por neutréfilos, si bien aumenta la actividad bactericida de estos,
otros opioides (naloxona y met-encefalina) no tienen efecto en los
neutréfilos. Solo la beta-endorfina logré alterar la sensibilidad de los linfocitos

a la estimulacion mitogénica. Estos resultados muestran que los opioides
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pueden modular la funcién in vitro de linfocitos y neutréfilos, lo que apoya el
concepto de que los cambios en la actividad neuroendocrina pueden
potencialmente alterar la funcion inmune'®. Los opiocides pueden
incrementar, suprimir, 0 no tener efecto alguno en las funciones de las
células del sistema inmune; dichas diferencias se relacionan con el origen de
las células, el tipo y dosis del opioide, la via de administracion, y la duracién
del tratamiento®®. En cuanto a los efectos del SNC80 sobre el sistema
inmune, Nowak y cols. encontraron que la inyeccién intracerebroventricular
del opioide no afecta la actividad de las células NK, la proliferacion de
linfocitos timicos, la produccion de IL-2, de 6xido nitrico (NOz) y TNF-
a inducido por interferén-y 6 lipopolisacarido (LPS)*. A su vez, Gémez-
Flores y cols. observaron que el SNC80 activa la produccidn in vitro del TNF-
o Y el NO; producidos por macréfagos peritoneales residentes de rata
estimulados con LPS*. Nosotros hemos demostrado un incremento
significativo en la migracién celular tanto en células de sangre periférica
humana como de timo de rata bajo el efecto del SNC80 y de manera
quimiotactica en su locomocion en ambos casos; esto es confirmado por
trabajos presentados con anterioridad, donde opiodes kappa inducen la
quimiotaxis de neutrofilos de medula 6sea de raton, al igual que opioides
peptidicos como, D-ala-D-leuencefalina y beta-endorfina los cuales
estimulan la migracién de células mononucleares humanas en una dosis
6ptima de 10® M en forma quimiotactica®, al igual que Simpkins y cols., que
muestran un potenciamiento en la quirhiotaxis de neutréfilos humanos en
una dosis 6ptima de 10° M usando la téchica en placas de agarosa®.

Ademas, se demostré6 en nuestro trabajo, que la actividad quimiotactica
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inducida por el SNC80 en dosis 6ptimas de 107 y 10® M fue inhibida
significativamente por el antagonista naloxona (u) tanto en células de sangre
periférica humana, como de timo de rata. Por otro lado en situaciones
clinicas, se ha identificado que individuos que abusan de drogas
intravenosas muestran defectos en la actividad quimiotactica de monocitos,
pues estos al ser incubados con morfina y heroina a tres diferentes
concentraciones en el rango de 10° - 107 M donde en todos los casos se
identifica una inhibicién de la quimiotaxis*®.

Las observaciones hechas en este estudio, indican que los
biomoduladores utilizados podrian ser una altemativa terapéutica en el
tratamiento de varias enfermedades relacionadas con procesos de tipo
inflamatorio, donde la potenciacién 6 inhibicién la migracion celular podria

marcar una evolucion clinica favorable.
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Capitulo VII

CONCLUSIONES

El EDL bovino estimula la migracion de células de sangre periférica

humana y de bazo de rata.

El movimiento generado por el EDL bovino es del tipo dirigido 6

quimiotactico.

La NE estimula la migracién de células de sangre periférica humana e
inhibe la migracion de células de timo de rata inversamente

proporcional a la concentracion de este.

La actividad inducida por la NE en las células de sangre periférica

humana y de timo de rata es de tipo quimiocinético 6 aleatorio.

El SNC80 estimula la migracion de células de sangre periférica

humana y de timo de rata.

El tipo de locomocién identificada para el SNC80 es del tipo dirigida o

quimiotactica.
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