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SINTESIS

Constituye un reto para la comunidad cientifica, la busqueda de nuevas sustancias con
actividad inmunopotenciadora, por la necesidad de encontrar aquellas que sean eficaces
y seguras, capaces de modificar la respuesta inmune, para su uso en la obtencion de
sueros mono Yy policlonaes y vacunas, asi como en diversos sectores de la
inmunoterapia. Por primera vez, en nuestro pais y a nivel internacional, se investiga
sobre los efectos bioldgicos e inmunopotenciadores de la Solucion de sales CM-95

tratada magnéticamente (CM-95 TM) con un campo magnético estético a inducciones
magnéticas en e rango de 0,01-0,16 T y velocidades de flujo de 0,2 y 0,3 m/s, en

biomodelos in vivo e in vitro. Los resultados demuestran que los efectos biologicos de la
Solucion CM-95 TM aceleré € transporte de glucosa en intestino de ratas Sprague
Dawley y vario de forma significativa el comportamiento de los parametros bioquimicos
y hematoldgicos en ratones Balb/c. Estimulé la respuesta inmune humora con la
produccion de altos titulos de anticuerpos antibacterianos, a ser inoculada por las vias
intraperitoneal, subcutanea e intravenosa, en ratones Balb/c, y por via intravenosa en
congjos Nueva Zelandia Blancos, asi como la formacion del isotipo murino 1gG y las
subclases 1gG1 e 19G2a, respuestas similares o0 superiores a la de adyuvantes
inmunoldgicos convencionales. La Soluciéon CM-95 TM potenci6 la repuesta inmune
mediada por células a aumentar el Indice de Estimulacion de células mononucleares
periféricas, cultivadas in vitro; el nUmero de macrofagos peritoneales, por via especifica
e inespecifica; la actividad de la enzima fosfatasa &cida lisosomal y la fagocitosis;
ademas, indujo hipersensibilidad retardada frente a la BSA. La Solucion CM-95 TM
indujo la secrecion de INFy y no de IL- 5. La evaluacién preliminar de la toxicidad e
inmunotoxicidad a dosis repetida en ratas Sprague Dawley para los parametros
evaluados, demostré una ata tolerancia local y sistémica, para CM-95 TM, con
ateraciones de la citoarquitectura celular a nivel de los 6rganos linfoides, caracterizado
por procesos proliferativos. Los resultados obtenidos con la Soluciéon CM- 95 TM
aportan nuevos conocimientos sobre la potenciacion de la respuesta inmune y su uso de
forma novedosa como adyuvante inmunolégico para la obtencién de sueros
antibacterianos. Ademas, se abren nuevas perpectivas para su aplicacion en la
inmunoterapiay parala obtencion de otros inmunobiol 6gicos.
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ABREVIATURAS.

AcM: anticuerpo monoclonal.

AFC: adyuvante de Freund completo.
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ATM: agua tratada magnéticamente.
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CM - 95: Solucion de sales
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FNTa: Factor de Necrosis Tumoral alfa.

FA L: fosfatasa &cida lisosomal.
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HRT: hipersensibilidad retardada.

|A: indice de estimulacion.

[.D: Intradérmica.

[.P :Intraperitoneal.



| NFg: interferon g
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LPS lipopolisacarido.
MDP: muramil dipéptido.
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MHC clase I: Complgjo principal de histocompatibilidad clasel.
MHC clase Il: Complejo principal de histocompatibilidad clasell.
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QS-21: fraccion del compuesto de Quillaja saponina
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TBS solucion salina tamponada con albumina bobina.
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TFS solucién salina tamponada con fosfato.

Timidina H: timidina tritiada.

Thl: subtipo linfocito T CD4".

Th2: subtipo linfocito T CD4".

TC: toxina colérica.
TT: toxoide tetanico.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

VHS virus herpes simple.

VPH: virus del papiloma humano.



INTRODUCCION

La Inmunologia a nivel mundia ha permitido avanzar en la solucién de grandes
problemas a la humanidad, uno de ellos es la modulacién de la respuesta inmune, a
través de la obtencion de nuevos farmacos, |0 que ha propiciado la terapia en
enfermedades de gran impacto social como las bacterianas, virales y parasitarias,
incluidas las que producen inmunodeficiencias severas como € SIDA o € cancer
(Morris y col., 2000). Por otro lado, la obtencion y aplicacién de los adyuvantes
inmunoldgicos, los cuaes forman parte importante del desarrollo de la
Inmunotecnologia, se utilizan en la producciéon de sueros policlonales y Anticuerpos
Monoclonales (AcM) o para lograr la eficacia inmunolégica de vacunas humanas y
veterinarias (Azuma, 1992; Picoy col., 1997).

Entre los compuestos con propiedades adyuvantes, se han utilizado sustancias quimicas
como €& Hidroxido de Aluminio y el Adyuvante de Freund (AFC y AFI); entre otras, las
gue poseen gran eficacia, pero a su vez muestran signos de toxicidad (Pico y col., 1997).
La tendencia moderna en este campo va dirigida a la busgueda de sustancias de origen
natural; que se obtienen de la diversidad bioldgica de nuestro planeta, de relativa
abundancia y muchos de ellos con niveles inferiores de toxicidad en comparacion con
los productos quimicos (Morrisy col., 2000).

Para el uso de inmunopotenciadores, se tiene en cuenta su accion a diferentes niveles de
la respuesta inmune, a estimular poblaciones y/o sub-poblaciones de células como
linfocitos, macrofagos, neutréfilos, células NK, células T citotoxicas (CTL), o la
produccion de citocinas que median mecanismos importantes de la inmunidad innata y
adquirida (Stites, 1985; Stewart, 1989; Morrisy col., 2000).

Dentro de los inmunopotenciadores de nueva generacion se incluyen las citocinas; las

cuales tienen la capacidad de regular y modular la respuesta inmune, por |o que pueden
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ser utilizadas para la terapia antitumoral, antiviral, antibacteriana y antiparasitaria, entre
otros usos. Entre las citocinas mas empleadas por s solas o de forma conjugada
podemos mencionar a INFy, lalL-2, IL-18, IL5,y FNTa, (Bohny col., 1998; Salgaller y
col., 1998; Fujiokay col., 1999; Luster, 1999; Maestroni y col., 1999, Sugawara y col.,
1999; Shung y col., 2000; Dupréy col., 2001). Los glucanos extraidos de hongos y algas
constituyen otro grupo importante de sustancias naturales con propiedades
inmunoestimulantes, muchas de las cuales ya se utilizan en la terapia antitumoral o se
evalllan como adyuvantes inmunoldgicos (Morrisy col., 200; Dantosy col.; 1999; Mary,
2000).

A pesar de los avances tangibles que se han experimentado en este campo, la
problematica fundamental se centra en que la mayoria de la sustancias
inmunoestimulantes pueden tener efectos toxicos, que invalidan sus usos en humanos y
animales. Por otro lado, requieren de tecnologias complejas para su obtencion, haciendo
poco costeable su incorporacion como productos a mercado. Hoy constituye un reto
paralaciencia, la busgueda de nuevas sustancias con actividad inmunopotenciadora, que
propicien la potencia inmunol 6gica, compatibles con las modificaciones experimentadas
en las tecnologias de estos productos biolégicos, con el uso de antigenos cada vez més
pequerios, obtenidos por ADN recombinante o sintéticos. Estos preparados biol 6gicos
requieren de potentes adyuvantes que los hagan mas inmunogénicos, o que modifiguen
la respuesta inmune para vacunas profilacticas o terapéuticas; pero que a su vez sean
seguras para su utilizacion en humanos y animales.

Una linea de investigacion va dirigida a uso de campos magnéticos de frecuencias
extremadamente bagjas (menores a 300 Hz) y estaticos (0 Hz), para la terapia de
numerosas enfermedades y e tratamiento de los sSistemas acuosos tratados
magnéticamente (SATM) también utilizados para € tratamiento de enfermedades en €l
hombre, como por eemplo, las digestivas, cicatrizacion de heridas, urolitiasis,
hipertension arterial, ateroesclerosis, fracturas 0seas, entre otras (Klassem, 1982).
Diversos estudios reportan que € campo magnético es capaz de producir efectos
bioldgicos in vivo e in vitro, incluido la sensibilizacion del sistema inmune, 10s que son
generalmente considerados como inocuos a la salud humana, debido a que sus niveles de

emision de energia estdn muy por debajo de la requerida para producir dafios en €l
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metabolismo humano (Adey, 1981; Fernandez, 1998). Se ha demostrado su inocuidad en
estudios epidemioldgicos que incluyen evaluaciones toxicolégicas, genotdxicas y
teratogénicas, entre otras, para campos magnéticos estético y de frecuencias ata y
extremadamente bagja (Mandeville y col., 2000, Harada y col., 2001; Rojas y col., 2001;
Tofani y col., 2002; Loscher, 2002; Negishi y col., 2002; Verheyen y col., 2003).
Teniendo como base los posibles efectos bioldgicos de sistemas acuosos tratados
magnéticamente, en especifico en la respuesta inmune y su inocuidad potencial, por
primera vez en nuestro pais y a nivel internacional en este trabajo se investiga sobre los
efectos biolbgicos e inmunopotenciadores (adyuvante inmunoldgico) de la Solucién de
sales CM-95 tratada magnéticamente (CM-95 TM) con un campo magnético estético.

Problema
No se ha reportado en la literatura cientifica la evaluacioén de ninguna solucién tratada
magnéticamente que potencie eficazmente la respuesta inmune con € minimo efecto

adverso en e organismo.

Hipotesis

Si la Solucion CM-95 tratada magnéticamente induce efectos bioldgicos in vivo e in
vitro y potencia la respuesta inmune humoral y celular, entonces se puede proponer a
esta como un inmunopotenciador.

Para la aceptacion o rechazo de esta hipotesis se plantearon |os siguientes objetivos.

Objetivo General
Evaluar los efectos biologicos y la potenciacion de la respuesta inmune de la Solucion

de sales CM-95 tratada magnéticamente en biomodelos in vivo ein vitro.

Obj etivos especificos
e Determinar efectos biolégicos que induce la Solucion CM-95 tratada

magnéticamente en ratas Sprague Dawley y ratones Balb/c.
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Evauar la accion de la Solucion CM-95 tratada magnéticamente sobre la producciéon
de anticuerpos en la respuesta inmune humoral.

Evauar los efectos de la Solucion CM-95 tratada magnéti camente sobre elementos de
lainmunidad celular.

Determinar preliminarmente la toxicidad e inmunotoxicidad de la Solucion CM-95

tratada magnéticamente a dosis repetida en ratas Sorague Dawley.

Para cumplir estos objetivos se trazaron las siguientes tareas.

Evaluacion del transporte de glucosa en intestino de ratas SPD y andisis de
comportamiento de parametros bioquimicos y hematol6gicos generales en ratones
Balb/c inoculados con CM-95 TM.

Estudio de la respuesta de anticuerpos antibacterianos inducida por CM-95 TM a
diferentes inducciones magnéticas en ratones Balb/c, inmunizados por las vias
intraperitoneal (1.P.), subcutanea (S.C.), e intravenosa (1.V.), y en congos NZB, por
vial.V, asi como la produccién del isotipo murino 1gG y las subclases IgG1 e IgG2a.
Evaluacion del uso de CM-95 TM como adyuvante inmunoldgico en la obtencion de
seis sueros especificos para bacterias del género Bacillus en congos NZB
inmunizados por vial.V.

Evaluacion de la respuesta inmune celular, mediante los efectos de CM-95 TM sobre
la proliferacion de células mononucleares periféricas (CMNPSs) humanas y activacion
de macréfagos peritoneales en ratones Balb/c (conteo, activacion de fosfatasa écida
lisosomal, FAL, y fagocitosis), asi como hipersensibilidad retardada (HRT),
produccién de INFy e IL-5.

Andlisis preliminar inmunotoxicol égico de la Solucion CM-95 TM, en tres niveles de
induccion magnética a dosis repetida, durante 7 'y 28 dias, en ratas SPD, através de la
evauacion de signos clinicos, peso de los animales, peso relativo de timo y bazo,
celularidad de médula ésea, conteo total y diferencial de leucocitos, inmunocompleos
circulantes, concentracion de proteinas y glucosa, asi como e andisis

anatomopatol 6gi co.
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Novedad Cientifica

Por primera vez en este trabgjo a nivel naciona e internaciona se evalla la accion

inmunopotenciadora de la Solucién de sales CM-95 tratada magnéti camente.

Aportesdel Autor

e Se hace una contribucion cientifica en e campo de la inmunologia ya que por
primera vez se propone la Solucion CM-95 TM como un inmunopotenciador de
nueva creacion, reproducible, de bajo costo, invasividad minima, con propiedades y
mecanismo de accion diferentes alos inmunoestimul antes convencional es.

e LaSolucién CM-95 TM se propone por primera vez como adyuvante inmunol 6gico
para la obtencion de sueros antibacterianos (kit-diagnostico anti- Bacillus), aspecto
novedoso dentro la Inmunotecnologia, ademas de que esta podria constituir una
nueva alternativa terapéutica para el tratamiento de enfermedades, tales como €l

SIDA vy € céancer, entre otras.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Inmunomoduladores

L as sustancias inmunomodul adoras constituyen una familia muy heterogénea si se toma
en consideracion su origen, naturaleza quimica y actividad bioldgica especifica. Estas
sustancias tienen la capacidad de modular la respuesta inmune por un proceso de
estimulacion o supresion de la misma (Takx, 1992). Dentro de ellas ocupan un lugar
muy importante los inmunopotenciadores, a los que se les atribuyen funciones
importantes en el tratamiento de las inmunodeficiencias, de algunos tipos de infecciones
virales y bacterianas y en especia en el tratamiento del cancer, cuando las radiaciones y
los medicamentos anti-cancerosos rompen el equilibrio del sistema inmune. Estos
agentes son generalmente combinados con la quimioterapia y radioterapia o después de
ellas, denominandosele al tratamiento inmunogquimioterapia (Morrisy col., 2000).

Entre los usos mencionados de los inmunopotenciadores esta el de potenciar la
inmunogenicidad de las vacunas y dentro de ellas, las obtenidas por nuevas tecnologias
como la del ADN recombinarte o de antigenos sintéticos, llamadas Vacunas de Nueva
Generacion (Gupta y col., 1992). Otra aplicacion es en la inmunizacién experimental
con vista ala obtencién de antisueros policlonales y AcM, a estos inmunopotenciadores
en particular se les denomina adyuvantes inmunol 6gicos (Azuma, 1992). Es por ello que
dentro de la Inmunologia Experimental se incluyen las investigaciones dirigidas hacia la
blsqueda y evaluacion de nuevas sustancias con actividad inmunomoduladora, con

mayor fuerza hacialainmunopotenciacion.

Los inmunomoduladores actlian a diferentes niveles del sistema inmune, existiendo la
necesidad de desarrollar agentes que puedan inhibir o intensificar selectivamente
poblaciones 0 sub-poblaciones de células para la respuesta inmune, como linfocitos,
macréfagos, neutrofilos, células asesinas NK, citotoxicas CTL, o la
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produccion de mediadores solubles como las citocinas (Stites, 1985; Stewart, 1989;
Morrisy col., 2000).

L os inmunomoduladores pueden actuar de forma especifica o inespecifica:

1.1.1 Inmunomodul ador es inespecificos

Son agentes que logran una estimulacion o supresion de la respuesta inmune sin que la
actividad de las células estimuladas vaya dirigida hacia un antigeno determinado; se

diferencian tres tipos segun su accion (Takx, 1992):

Tipo I: Los que actlian sobre €l Sistema Inmune normal.
Tipo II: Los que actlian sobre € Sistema Inmune inmunodeprimido.

Tipo I11: Los que acttian sobre e Sistema Inmune normal e inmunodeprimido.

1.1.2. Inmunomodul ador es especificos

Logran su accion sobre las células del sistema inmune por la presencia de un
inmunoégeno dado, por lo que hay especificidad selectiva en la accion de estas células
para producir una respuesta inmune. La inmunomodulacion es activa cuando hay
estimulacion y su resultado signifique una inmunorreaccion hacia uno o varios
antigenos, como es e caso de los adyuvantes inmunolégicos o de las vacunas
terapéuticas (Takx, 1992; Gupta, 1996; Kleiny col., 1997; Abbasy col., 2000).
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1.1.3 Tipos de Inmunomoduladores. Accion terapéutica

Inmunomodulador | Modo de Efecto de Modulacion Aplicacion
accion
Bacilo Calmette Inespecifico | Activacion de V acuna terapéutica cancer de
Guering (BCG) Especifico | macrofagos, células T, | vejiga, ovario, colon,
produccion IL-2. melanomas (Sensi y cal., 1997;
Vermokeny col., 1999; Berd y
col., 1999,2000; Michadl y cal.,
2001).
Levamisol Inespecifica | Restauracion respuesta | Inmunodeficiencias por
inmune humoral .y helmintos y protozoos
celular (Vanseln, 1989).
Muramyl Inespecifica | Estimulacion respuesta | Tratamientos del cancer,
Dipéptido (MDP) Especifica | Inmune humoral y infecciones bacterianas (Gupta,
celular, accidn 1996).
antitumoral .
Glucanos Inespecifica | Estimulacion respuesta | Terapiatumoral para
(hongos y algas) Especifica | inmune humoral y oncogénesisviralesy
celular, sistema metéstasis (Stites, 1985, Dantos
complementoy células |y cal., 1999; Mary, 2000).
del SER.
Hormonas Timicas, | Inespecifica | Diferenciacion y Terapia de inmunodeficiencias
Timosinay maduracion de decélulas T (Stites; 1985;
Timopoyetina linfocitos Ty Abbasy col., 2000)c
estimulacion dela
inmunidad celular
Proteinas del Inespecifica | Activacion respuesta Terapiade
complemento Especifica | inmune humoral hipoganmaglobulinemiasy
(globulinas) anemias (Stites, 1985)
Citoquinas IL-1, Inespecifica | Regulaciony activacion | Terapia de inmunodeficiencias,
INFg IL-2,1L-5, |Especifica |delarespuestainmune | cancer, hepatitis, recuperacion
FTNa, IL-18, humoral y celular. hematopoyética (Salgaller,
Factor de 1998; Shungy col, 2000; Silla
Transferencia, GM - y col., 2000).
CSF.
Lectinas, Inespecifica | Accion mitogénicade | Estudios de la activacion de
ConcavalinaA 'y linfocitosy su linfocitos (Abbasy cal., 2000).
PHA activacion.
Lipopolisac&rido | Inespecifica | Activadores de Terapiaexperimenta de
Bacteriano (LPS) | Especifica | linfocitos, macréfagosy | inmunodeficiencias (Abbasy
TNFa. col., 2000).
Toxina Inespecifica | Activador de células Terapia del cancer (Elssasser y
(Mistetloe) de NK, macréfagos, PMN, | col., 1998; Mengs y col., 1999;
origen vegetal. FNT, INFg, IL-1 e 1L-6. | Hato y col., 1999; Szatmary,

2000; Hyunock y cal., 2000).
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1.1. 4 Adyuvantes inmunol 6gicos

El término adyuvante se deriva del vocablo latino adyuvare, que significa ayudar. La
calidad inmunol6gica de biol6gicos como antisueros policlonales, AcM y vacunas, o €
logro de la inmunoestimulacion efectiva, dependen del uso de adyuvantes
inmunoldgicos 0 inmunopotenciadores. Por definicion, estas sustancias son preparados
biolégicos 6 quimicos que, incorporados junto a antigeno en un organismo dado
(vertebrados) hacen mas efectiva la respuesta inmune, haciendo esta més rapida, fuerte y
duradera, lo que significa un ahorro de tiempo y antigeno (Klein y col., 1997; Roitt y
col., 1998; Abbasy col., 2000).

Estas sustancias han sido utilizadas por mas de setenta afios para aumentar la respuesta
inmune especifica (Gupta y Siber, 1995). Los primeros estudios de adyuvanticidad se
remontan a la primera mitad del siglo XIX. Pasteur (1851) intent6 combatir
enfermedades infecciosas y producidas por tumores mediante la aplicacion de bacterias
vivas, en los decenios siguientes se aplicaron lisados de bacterias para la adyuvanticidad

y mas tarde proteinas lipoproteinas (Tum, 1988).

Le Maignic y Pinoy (1916), encontraron que una suspension de Salmonella tiphymurium
atenuada en aceite mineral aumentaba la respuesta inmune. Ramoén (1925) mostré €
aumento de la respuesta antitoxina contra toxoides tetanicos y diftéricos, inyectados
conjuntamente con agar, leciting, almidén oleoso, saponina u otros, aportando los
primeros trabajos sobre inmunoestimulacién especifica (Guptay Siber, 1995).

Glenny y col. (1926), informan por primera vez sobre e hidroxido de aluminio. A partir
de aqui se desarrollaron otros compuestos, como sulfatos y fosfatos, usados en vacunas
humanas y otras sales minerales como fosfato de calcio, sulfato de zinc, nitratos,
hidréxido de hierro coloidal y cloruro de calcio (Guptay col., 1995; Limbland, 1995;
Aucouturier y col., 2001).

Freund (1937), demostré los efectos del aceite mineral (parafina) mezclado con
micobacterias muertas 0 atenuadas, pertenecientes a bacilo bovino de la tuberculosis
(BCG), a esto se le llam6 Adyuvante de Freund Completo (AFC) y a la emulsion de
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agua con aceite minera Adyuvante de Freund Incompleto (AFI) (Lépez y col., 1981;
Gupta y Siber, 1995; Stewart, 1995; Aucouturier y col., 2001). A partir del
descubrimiento del efecto de los agentes oleosos, se evaluaron varias clases de
emulsiones como escualeno / escualeno en agua con emulsificantes de ésteres de acidos
grasos y acoholes polihidricos como & Tween (Hunter y col., 1991), MDP (Takidat y
col., 1995), Trealosa Dimicolato (TDM), y también el MF-59 formado por escualeno,
Tween-80 y Span 85, o que ha permitido su uso con gran seguridad y eficacia para
vacunas contra los viruses del herpes simple (VHS), contra la inmunodeficiencia
humana (HIV) y para € virus de la influenza humana (Ott y col., 1995, 2000; Podda,
2001.

El efecto adyuvante de los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram (-) se reportd por
Johnson y col. (1956). El lipido A, componente del LPS, también tiene accion
inmunoestimulante (Gupta, 1996), pero su derivado més efectivo ha sido €
Monofosforil Lipido A (MPL), ya que es menos toxico y junto a otros compuestos logra
mayor adyuvanticidad (Baldridge y col., 1999).

Las saponinas aisladas de Quillaja saponina, cuyo componente activo es el Quil A, ha
permitido la separacién de otros compuestos como € QS -21 con una alta potencia y
menor toxicidad, y todos con accion inmunoestimulante (Evans y col., 2001) y €
ISCOMs, compuesto por Quil A, colesterol y antigeno anfipatico (Morein y col., 1999;
Guy y col., 2001; Sjolander y col., 2001).

Desde hace veinte afios, los liposomas también han sido reconocidos como adyuvantes
(Alving, 1993; Guptay col., 1992; Pietrobon, 1995; Aguado y col., 1999). Latecnologia
de liposomas se ha ido modernizando hacia la obtencion de vesiculas compuestas de
fosfolipidos, o la obtencion de otros liposomas no fosfolipidicos (Novasomas)
compuestos de dioxi-etileno-cetil-eter, colesterol y acido oleico (Gupta, 1996).se
obtienen a demés los Virosomas o liposomas fusogénicos al insertar virus fusionados
con proteinas en la bicapa lipidica del liposoma, teniendo mayores propiedades carrier-

adyuvante que cuando se utiliza para liberar antigenos encapsulados (Guy y col., 2001).
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Es eficiente utilizar liposomas para encapsular compuestos del aluminio y estos unidos
al MPL con inulina, o del LPS para lograr la pérdida de toxicidad (Cooper, 1994), y se
ha demostrado su accion efectiva en la respuesta inmune celular y humoral frente a
parésitos como la maaria (Richard y col., 1998) y con QS-21 (Gupta y col., 1995;
Aucouturier y col., 2001). Guy y col. (2001) reportaron e uso de liposomas el aborados
con lipidos catiénicos para a gunas vacunas del virus de lainfluenza.

Otra forma de adyuvar las vacunas es |la preparacion de proteosomas que son vesiculas
obtenidas de proteinas hidrofébicas de membrana externa de bacterias como
meningococos (Graeme y Woodman, 1990; Sierra y col., 1991). Se han evaluado
proteoliposomas de la membrana externa de meningococos para obtener la vacuna
antimeningococica de tipo B, lograndose buena respuesta de tipo humora y celular
(Sierray col., 1991; Aguilar y col., 2000).

Las microesferas de polimeros biodegradables son hechas a partir de una variedad de
polimeros tales como poliécido lactico/glicdlico (PGLA), polianhidrida y polyfosfazene,
etc. (Stewart, 1989; Morris y col., 2000; O’Hagan y col., 2000). La inclusion del toxoide
tetanico (TT) en microesferas biodegradables dio mejores resultados que con hidréxido
de aluminio (Yin y col., 1995; Gupta, 1996), mientras que O’Hagam y col. (1997),
desarrollaron la emulsion MF-29, la que encapsulada en microesferas o en
microparticulas en combinacion con la proteina recombinante del HIV-1, produce
respuestas de tipo Th2 (O'Hagam y col., 2000).

Al inocular animales de laboratorios con glucanos, se han obtenido respuestas para
contrarrestar infecciones frente a Pseudomonas pseudomalet, Leishmania major,
Mycaobacterium leprae, Candida albicans, e virus del herpes simple (HSV) y la
hepatitis murina o con € uso de antigenos enlazados a polisacaridos como a

carragenano y al sulfato de dextrano. (Morrisy col., 2000).

1.1.4.1 Clasificacién de los adyuvantes inmunol 6gicos (Vansel 6n 1989)

Sustancias Bioldgicas. Microorganismos y sus productos, como las bacterias de la
tuberculosis incorporadas al AFC, 0 mezcla de toxinas bacterianas usual mente derivadas

de estreptococos, serratias, saponinas, vitamina A, vitamina E, Lanolina
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Productos quimicamente definidos de hongos, bacterias y algas. Muramil Dipéptido
(MDP), Tredosa Dimicolato (TDM), Proteina P40 asociada a peptidoglicano de la
pared bacteriana, Lipido A, LPS proveniente de bacterias Gram (-), glucanos de hongos

y algas.

Productos biolégicos del sistema inmune: Hormonas del timo (Timosing), citocinas
(IL-2, INFg), etc.

Productos sintéticos analogos a |os productos biol 6gicos.

Preparaciones quimicas: Compuestos del auminio Al (OH)s, Al> (SOas)3, (CaPOa)2,

(K2PQgy), sulfato de dextrano y liposomas.

1.1.4.2 Mecanismos de accién de los adyuvantes inmunol 6gicos

La heterogeneidad de los compuestos quimicos y bioldgicos que forman parte de los
adyuvantes inmunolégicos pueden explicar los mecanismos de accion y efectos
diferenciados que poseen estas sustancias (Tum, 1988; Vanselon, 1989, Gupta, 1996).
Se incluyen los que causan depdsito en e sitio de inyeccion, a insolubilizarse el
antigeno lo van liberando lentamente, producen reclutamiento al transportar antigenos
hasta las células inmunocompetentes (liposomas, proteoliposomas, surfactantes,
polimeros no ionicos) y los de accion inmunoestimulantes como AFC, MDP, LPS,
Lipido A, MPL, citocinasy proteosomas.

Formulaciones de adyuvantes como AFC, MDP, MPL, d-Inulina, liposomas, QS-21,
estimulan la respuesta Thl en ratones, mientras que los adyuvantes del auminio, toxina
colérica y otros minerales se conoce que estimulan la respuesta Th2 (Gupta y Siber,
1995, Gupta y col., 1996).En € caso de antigenos inactivados de Candida albicans
estimulan ambas respuestas (Th1/Th2) (Casalinuovo y col., 2000).

En este proceso de modulacion deben participar otras células que tienen la funcion de
redlizar la presentacion del antigeno a los linfocitos T CD4", con la participacion de
antigenos del Sistema de Histocompatibilidad (MHC) clase | o clase Il. La respuesta

MHC clase | generdmente aparece en infecciones producidas por patdgenos
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intracelulares, como virus 0 pardsitos que conducen a la produccion de linfocitos
citotéxicos (CTL) (Padl, 1993; Abbas y col., 2000), por tanto la misma se produce en
presencia de proteinas enddgenas. Sin embargo, se ha planteado que con e uso de
adyuvantes la respuesta inmune puede ser moduladaaMHC clase | o clase Il; es e caso
de los adyuvantes del complejo inmunoestimulante ISCOMs formado por |a unién no
covaente del adyuvante Quil-A, colesterol y antigenos anfipéticos y QS-21. que son
capaces de producir respuesta CTL ante la presencia de proteinas exogenas, péeptidos y
virus inactivados, cuando correspondia obtener una respuesta MHC clase Il (Wgj y cal.,
1992; Cooper, 1994).0tro efecto de los adyuvantes es e de reclutar en e sitio de
inocul acién células mononucleares periféricas de gran importancia en la fase inductora 'y

efectora de larespuestainmune (Abbas y col., 2000).

Con €l uso de vacunas conjugadas, polisacaridos unidos a proteinas se logra que la
respuesta inmune pueda ser T-dependiente. EI cambio de la inmunogenicidad puede
lograrse con la polimerizacion de antigenos protéicos y la cationizacion de proteinas
(Casalinuovo y col., 2000).

1.1.4.3 Seguridad de los adyuvantes inmunol 6gicos

Como criterio de seguridad los adyuvantes inmunolégicos deben ser quimicamente
definidos, capaces de inducir respuesta inmune protectora con antigenos débiles;
producir efectos con dosis bagas (pocas inyecciones), efectivos en nifios pequefios y
recién nacidos, capaces de producir respuesta inmune persistente y de alta afinidad con
anticuerpos de la clase 1gG; atéxicos (inocuos), 1o que los hace seguros; biodegradables
y no inmunogénicos por si mismos (Edelman, 1992; Guptay col., 1995 a; Aucouturier y
col., 2001).

1.1.5 Evaluacion preclinica y toxicol 6gica de los inmunopotenciadores
Las sustancias propuestas como inmunomoduladores y dentro de ellas los
inmunopotenciadores, pueden facilitar el desarrollo de una respuesta eficaz, pero cuando

introducimos en el organismo una sustancia capaz de interactuar con la complejared del
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sistema inmune, formada por células de diferentes tipos y origenes, mediadores solubles,
receptores de membrana, coestimuladores, que actlian de forma armonica y regulada
(Abbas y cal., 2000), hay que estudiar la posibilidad de inhibicion de alguna rama o via
importante del sistema, la generacion de reacciones autoinmunes o € desarrollo de la
hipersensibilidad inmediata, entre otras respuestas (Batistay col., 1998).

Debido a que los inmunopotenciadores conocidos y los que estan en desarrollo son de
diversos origenes, deben ser sometidos a una evaluacion toxicolOgica, de forma
individual y de ser necesario con la molécula antigénica s seran administrados
conjuntamente con ésta como producto terminado (Van, 1989; Koeter, 1995; Batista,
1998).

Para desarrollar estudios de toxicidad en preparados vacunales o inmunopotenciadores,
los roedores son los animales que por excelencia se usan, con inoculaciones a dosis
repetida, teniendo en cuenta que su dosis de aplicacion generalmente es mas de una vez.
Al utilizarse en su mayoria como inyectables, habra que redlizarle los estudios de
pirogenicidad en los casos que no se posea informacion y acordes con el candidato
propuesto y las exigencias de las autoridades regulatorias, y considerar e test de
tolerancia local, a producir agunas reacciones en € sitio de la inyeccion (granulomas)
(Vohr, 1995; Commité Propietary Medicina Products (CPMP), 1997). AUn no existe un
consenso entre la principales agencias regulatorias internacionales para la evaluacion
toxicol6gica de sustancias que tengan efectos en € sistema inmune, se puede observar
un grado de redundancia en las técnicas propuestas. La Organizacion para la
Cooperacion  Econdémica y € Desarollo (OECD) destaca los estudios
anatomopatol 6gicos como la base para los ensayos de evaluacion del sistema inmune.
Otras Agencias, como & Programa Nacional de Toxicologia, la Agencia de Proteccion
Ambiental, la Agencia Federal de Estados Unidos para la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) y € Instituto de Salud Publicay Proteccion Ambiental de Holanda, le
han sumado a los estudios de anatomia patoldgica los modelos de resistencia a

infecciones y la accion sobre tumores (Lebeque,1997; Hechevarria, 1999).
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1.1.6 Tendencias actuales en la inmunomodulacién

Latendencia actual esta dirigida hacia la investigacion de inmunomoduladores naturales
presentes en la sangre o en €l tgido linfoide, asi como de sustancias de origen natural
gue hagan estas funciones; se logran respuestas especificas e inespecificas, pero sin
reacciones adversas. La década de los 90s ha reafirmado éstos criterios, intensificandose
la obtencion de diversos productos del sistema inmune para la inmunoterapia, con la
ayuda de nuevas tecnologias como e ADN recombinante, para lo que se han clonado
genes que codifican la sintesis de citoquinas; por otro lado, se les ha transferido genes
del TNFa de macrofagos a pacientes con melanoma (Gabriele y col., 1995). Se ha
trabgjado en la modificacion de las membranas celulares de tejido tumoral humano,
transfectando moléculas coestimuladoras tales como B7-1 y B7-2 en las células
tumoraes, 1o que ha conducido a la proliferacion de células-T y a la proteccion

inmunoldgica contrael cancer (Mc Hugh'y col., 1999; Neil y col., 2001).

Para vacunas terapéuticas se han utilizado Anticuerpos Monoclonales (AcM) anti-
idiotipos, los cuales compiten con los antigenos tumorales. Se han hecho investigaciones
con AcM quiméricos (ratén / humano) para aumentar la eficacia terapéutica en €
tratamiento de sepsis, para controlar procesos inflamatorios, y en el control del rechazo
de drganos trasplantados (Gavilondo, 1995). Zubari y col. (2004) reportaron € uso
inmunoterapéutico de la proteina CX40L- FC o del AcM anti CTLA-4 (receptor células
T) paralaleishmaniasis.

Se ha reportado € uso de inmunomoduladores conjugados. Recientes estudios
encontraron que varias combinaciones para € tratamiento clinico con TNFa, GM-GSF,
INFg, IL-2 y Factor de Transferencia aumentan la citotoxicidad de leucocitos y también
la apoptosis de células tumorales (Shung y col., 2000). Una tendencia moderna es la
obtencion de vacunas conjugadas a partir de polisacaridos capsulares de neumococos y
meningococos (Siber, 1994). Se han desarrollado otras experiencias encapsulando
vacunas compuestas de un polisacarido capsular del Haemophilus influenzae (Hib) y
(toxoide tetanico (TT) en microesferas de PGLA. Smith Kline usa una formulacién de
vacuna conjugada fusionando la proteina D de Haemophylus influenzae con la proteina
HPV 16 (asociada a virus del  papiloma humano VPH) y adyuvada en MPL y QS-21
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en diferentes vehiculos: con liposomas, emulsiones de aceite y agua o sales de aluminio
para la terapia del cancer cervical asociado al VPH (Gerard y col., 2001). Se han
utilizado otras combinaciones de adyuvantes como QS-21 y MPL para vacunas con
péptidos tumoroespecificos (Sillas y col., 1999), con proteinas recombinantes del HIV
(Moore y col., 1999; Bernan, 2001) o € acoplamiento de antigenos a la toxina colérica
(TC) para vacunas de células dendriticas que propician una respuesta inmune citotéxica
CTL (Erlicsson y cal., 2004).

En vacunas mucosales se halogrado el uso de latoxina colérica (TC) y la endotoxina de
Escherichia coli (LT), a partir de bacterias mutantes con reducida toxicidad (Pizza 'y
col., 2000). Las vacunas de ADN, constituyen una de las tendencias en este campo y son
conducidas con la inyeccion de plasmidos de ADN gue codifican antigenos para inducir
respuesta inmune especifica a ellos; constituyen la base de nuevas vacunas (Pierre y col.,
2001). Otra modalidad es & atrapamiento de los plasmidos en microagregados (Orson y
col., 2000), asi como la electroporacién in vivo (Wideray col., 2000).

Se ha encontrado que e ADN por si mismo tiene actividad adyuvante a través de la
region con motivos CPG (Soto y col., 2000), propiedad que ha sido utilizada para
modular el ADN (Tascon y col., 2000) y adyuvar vacunas proteicas (Cho y col., 2000;
Tighe y col., 2000). Otra alternativa para modular la respuesta inmune en vacunas de
ADN, es la construccién de adyuvantes genéticos donde se insertan genes de citocinas
en los plasmidos de ADN (Cohen y col., 1998; Pierre y col., 2001). Recientes
investigaciones han desarrollado € uso de citocinas, quimoquinas y moléculas
coestimuladoras como adyuvantes genéticos para vacunas ADN; sus genes se expresan
en pldsmidos de ADN, para aquellas citocinas que inducen respuestas Thl o Th2 (Pierre
y col., 2001).

A pesar de los avances en este campo, aln no se ha reportado ninguna investigacion

relacionada con € uso de sustancias salinas tratadas magnéticamente para lograr la

i nmunopotenciacion.

1.2 Biomodelos experimentales

Los animales de laboratorio estan dentro de los instrumentos més valiosos que se

utilizan en la investigacion biomédica. Existen ventgjas para la experimentaciéon en
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model os animales, ya que dala posibilidad de conocer la historia natural de determinada
enfermedad, en especia, la poshbilidad de poder evauar medios terapéuticos
(medicamentos, fisioterapias, cirugias), cuya aplicacion en humanos se considera
peligrosa 0 no ética. Por otro lado, se ha demostrado la posibilidad de estudiar
enfermedades inmunoldgicas 0 cancerosas con € uso de animales isogénicos o lineas

consanguinesas (Infante, 2000).

A pesar de las ventgjas en € uso de los biomodelos experimentales, Melius (1997) se
refirid ala ética de éste, y planted tres aspectos o regla de las tres R con vista a ser més
racional y ético € uso de los biomodelos experimentales, estos tres aspectos son: 1) €
Reemplazo, sustituyendo el anima por modelos in vitro; 2) Reduccion, si se evita la
experimentacion repetitiva y gustando el nimero de animales a minimo necesario que
permita obtener datos estadisticamente confiables; y, 3) Refinamiento, evitando a toda
costa el sufrimiento de los animales de laboratorio, y se refiere entre otros aspectos a
sacrificio humanitario (eutanasia) de estas especies en €l contexto de las investigaciones

cientificas y las pruebas de control.

1.2.1 Tendencias en & uso de biomodel os experimentales

Cientificos como Mora y Lomeli (1996) valoraron en un andlisis retrospectivo de
cincuenta afos (1940-1990), que € 22 % de los articulos publicados en ese periodo,
reportaban € uso de animales de laboratorio, en particular en € area de Inmunologia

cadatres articulos del total en latemética, involucraban el uso de especies animales.

Parala evaluacion de sustancias con actividad inmunomodul adora donde se incluyen los
inmunopotenciadores, son muy utilizados los roedores como especie animal para su
evaluacion, especificamente las lineas de ratones isogénicas Balb/c y C57BI/6, 1o que se

ha demostrado en numerosos trabaj os desarrollados en este campo.

Durante los Ultimos afios se ha mantenido como tendencia € uso de la linea de ratones
Bab/c para estudios de inmunomodulacién. Thomas y col. (1998), conocieron los

efectos de laIL-10 y el biopreparado del factor de crecimiento tumoral TGFb sobre la
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induccion de la respuesta inmune, a través de estudios de inmunogenicidad, produccion
de citocinas, induccion de hipersensibilidad retardada (HRT) y actividad fagocitica.
Otros trabajos han referido € estudio de la respuesta a IgE y citocinas en ratones Balb/c
y C57B1/6 infectados con Plasmodium chabaudi (Helmby y col., 2000).

En & campo de las vacunas y lade los AcM murinos, la linea de ratones Balb/c también
se ha utilizado en gran escala. Guy y col. (2001) hicieron la caracterizacion de eficacia
preclinica de un adyuvante lipidico cationico para la vacuna de la influenza en ratones
Balb/c hembras, mientras que Gerard y col. (2001) reportaron los ensayos de

inmunogenicidad de una vacuna antitumoral en ratones C57Bl /6.

Los estudios toxicolégicos pre-clinicos son mas especificos y demandan de modelos
escogidos para cada caso, ya que la extrapolacion de la respuesta humanano esposible y
sin embargo algunos biomodelos tienen un mayor valor es predictivo en todos ellos.
Para los estudios de inocuidad de la vacuna VAMENGOC-BC se usaron ratones,
curieles, congjos, ratas Sprague-Dawley (Infante y col., 1996; 1997). Para la evaluacion
toxicologica de sustancias inmunopotenciadoras se han recomendado ratas Sprague-
Dawley y ratones (Batistay col., 1998; Selenay col., 1998).

1.3 Magnetismo. Caracteristicas del campo magnético

El Magnetismo como ciencia surgid de la observacion de que ciertas piedras (magnetita)
atraian pedazos de hierro; se considera que los griegos desde €l afio 600 antes de Cristo
ya estaban familiarizados con las propiedades que poseia esta piedraiman, mientras que
los chinos conocieron del magnetismo desde € afio 2600 a.c. (Bardasano, 1999, 2000).

El Campo Magnético es € tipo especia de materia por medio del cual tienen lugar las
interacciones entre las cargas eléctricas en movimiento situadas dentro del campo asi
COmoO en otros cuerpos gque poseen momento magnético; es una de las manifestaciones
del campo eléctrico. De agui que el magnetismo sea un fendmeno fisico muy ligado ala
electricidad, cuya complegjidad hace que no sea facil comprender tedricamente sus
principios y fundamentos (Remisov, 1987; Bardasano, 2000).
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El espectro electromagnético comprende, en funcion de la longitud de onda o de su
inversa la frecuencia, las denominadas radiaciones ionizantes (frecuencias comprendidas
entre 10'" y 10% Hz) y las radiaciones no ionizantes (frecuencias de 1 a 10'” Hz). Esta
radiacion no ionizante, por su parte, se subdivide en radiaciones Opticas (frecuencias de
10'? a 10%" Hz) y los llamados campos el ectromagnéticos (frecuencias de 1 a 10'? Hz). A
su vez, estos se dividen en microondas, radiofrecuencias e infraradiofrecuencias. Para el

caso particular de frecuencia 0 Hz, el campo magnético se denomina estati co.

La parte mas controvertida del espectro electromagnético es la de los campos
magnéticos estaticos y electromagnéticos de frecuencias extremadamente bajas (de 1
hasta 300 Hz), este Ultimo dentro del rango de las infraradiofrecuencias. Esto se explica
por los resultados contradictorios reportados y porque los efectos biol 6gicos inducidos
por estos campos sugieren que los mismos pueden tener una influencia positiva o
perjudicia alasalud. La controversia de este rango también estriba en que el mecanismo
de accidn es pobremente entendido (Pallares, 1998; Bardasano, 2000).

La magnitud fisica que caracteriza el Campo Magnético es la induccion magnética Bo,
gue en e Sistema Internaciona de Unidades (Sl), se expresa en Teda, (T) (Remisov,

1987; Bardasano, 2000).

El campo magnético puede generarse a través de un electroiman o de un iman
permanente. En € primer caso, la induccién magnética depende de la relacion ampere-
vueltay de la geometria del electroiman; sin embargo, en € segundo caso, esta depende
de la distancia entre los polos del sistema magnético, la intensidad, polaridad y

distribucion de los polos.

Bardasano (2000) reportd que el campo magnético produce una fuerza magnética sobre
la materia, la cual depende de las caracteristicas de la muestra (volumen vy
susceptibilidad magnética) y del producto de lainduccion magnética por el gradiente de
campo magnético; de estos parametros fisicos, el de mayor peso es el gradiente de

campo magneético.

La inmensa mayoria de los tegidos biolégicos son diamagnéticos, por lo tanto, la

influencia directa del campo magnético de la tierra sobre ellos es muy débil. No ocurre
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asi con los materiadles paramagnéticos y ferromagnéticos donde los campos pueden
sumarse vectorialmente.

El campo magnético induce a que & medio esté excitado durante un tiempo
determinado, denominado tiempo de relajacion. Si en el sistema no se han producido
cambios irreversible durante este tiempo, e medio recuerda los cambios producidos por
el campo magnético externo, fendmeno que se conoce como memoria magnética, €l cual
depende de pardmetros fisicos del campo magnético (induccidén magnética, gradiente de
campo magnético, tiempo de exposicion) y de las propiedades del medio (Bardasano,
2000).

L os imanes permanentes asi como |os el ectroimanes pueden ser usados en €l tratamiento
magnético de soluciones acuosas (Font, 1994). Klassem (1982) reportd que la accion del
campo magnético sobre el agua que fluye a una velocidad dada, dura pequefias
fracciones de segundos, no obstante, se acuerda de este durante horas. Se han
desarrollado numerosos trabgjos encaminados a demostrar la existencia del tiempo de
relgjacion o memoria magnética en diferentes sistemas, destacandose los referidos por
Klassem (1982); Higashitani y col. (1996); Rodriguez y col. (1998); Viltrey col. (1999),

Miruslav (1999) y lamayoria de los estudios en sistemas acuosos (agua o sales).

Los criterios de las normas y recomendaciones internacional es para establecer |os [imites
de exposicion a los campos magnéticos y el ectromagnéticos dependen de la frecuencia
considerada y las normas establecen limites de exposicion basados en los efectos que

producen (Fernandez, 1998).

En la Conferencia Americana de Gobierno de Higienistas Industriales (ACGIH)
celebrada en 1994 en Cincinnate, se establecié que € campo magnético estatico estandar

con exposicién diaria no podria exceder de 0,06 T. La comisién sobre proteccion de
radiaciones no ionizante (ICNIRP) (1998) considera como valor extremo hasta0,2 T; sin

embargo, en estudios realizados con campos magnéticos estaticos de hasta 2 T, como

los usados en los equipos de Resonancia Magnética Nuclear de Imégenes, no se han
encontrado efectos adversos de salud. (Rapacholi y col., 1999; 2003).
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La propuesta de la Directiva del Consglo de las Comunidades Europeas (junio, 1998)
relativa a la exposicion de la poblacion a campos magnéticos de frecuencias
extremadamente bagjas y de campos estéticos, plantea que en la actualidad no existen
pruebas convincentes de los efectos de |os mismos y en especial como carcindgenos, son
aln insuficientes los datos epidemiol 6gicos para permitir recomendaciones de limites de

exposicién alos mismos.

No obstante, investigaciones recientes con campos magnéticos estéticos y de frecuencias
extremadamente bagjas indican la no- existencia de efectos genotdxicos, ya que no
producen aberraciones cromosomicas entre cromatidas hermanas (Moulder, 1997). Esto
se confirma en experiencias sobre genotoxicidad relacionadas con la induccién de
roturas en ADN de cadena sencilla, aberraciones cromosomicas, intercambio de
cromatidas, formacién de micro nucleos, ateraciones de los sistemas de reparacion,
efecto sobre la capacidad genotdxica de otros agentes, donde se indica que estos campos
magnéticos no tienen la capacidad de producir dafio a nivel del ADN, o lo que es |o
mismo, no pueden considerarse genotdxicos (Sanchez,1996; Fernandez, 1998; Gray y
col.,2000; Rojasy col., 2001; Tofani y col., 2002; Verheyeny col., 2003).

1.3.1 Efectos del campo magnético
Efectos biol dgicos

Los cambios observados en las propiedades fisicas y fisico-quimicas de los sistemas
tratados magnéticamente, deben tener una influencia directa en los organismos vivos,
diferentes cientificos como Klassem (1982); Polk y Pastow (1986), Massaki (1997),
Bardasano (2000), Zhadin (2001), Larry y col. (2003), entre otros, han tratado de dar
explicacion alos efectos del campo magneético sobre las células de |os organismos vivos.
En 1989 aparecieron reportes que plantean la existencia de tres efectos basicos que
pueden explicar e comportamiento de los organismos vivos a recibir tratamiento
magnético, los cuales han sido confirmados en estudios posteriores. Entre estos efectos
se incluyen: efecto de magnetizacion, efecto metabdlico y efecto piezoeléctrico
(Colectivo de autores, Tribuna Médica 1989).
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Efecto de magnetizacién

Se le denomina asi a efecto biolégico primario, que provoca la reorientacion de
moléculas y d&omos dipolares bajo un campo magnético. Se produce sobre elementos
con momentos magnéticos no nulos; por ggemplo, cuando una solucién acuosa atraviesa
un campo magnético se produce en ella una reorientacion de cargas, si posee moléculas
0 atomos dipolares, inducida por la posicion de los imanes que dan una direccién a
campo, Norte - Sur o Sur - Norte, orientandose asi €l campo positivo hacia al negativo o

viceversa

Fernandez (1998) refiere que si 1a base de la mayor parte de los procesos biol 6gicos esta
dada por la interaccion de cargas eléctricas presentes en las células de los tejidos
biol6gicos, la exposicion de los mismos a un campo magnético estético o a soluciones
tratadas magnéticamente, deberia producir cambios sobre dichos procesos, para lo cual
debe existir un mecanismo fisicamente plausible que produzca una sefial (intensidad de
campo) sobre las moléculas cargadas, distinguible del nivel de ruido producido como

consecuencia de la actividad biologica del organismo.

Rapacholi y col. (1999), reportaron que € campo magnético estatico es menos
imperturbable para los tgidos bioldgicos, y €ercen  su accion sobre estructuras
polarizadas como los iones en movimiento (en solucién), por lafuerza del campo y esla
razon parainducir un campo eléctrico y corrientes.

El efecto de magnetizacion conduciria a las siguientes variaciones en la célula
(Colectivo de autores, Tribuna Médica 1989):

Modificacion de la permeabilidad de membrana, con aumento en el flujo de iones a
través de la misma por estabilizacion de la bomba Na'- K*, debido a que los campos
magnéticos inducen un aumento de actividad de las ATPasas y de las oxidasas,
consiguiendo un mejor funcionamiento de la dicha bomba.

Estimulacion de la reproduccion celular, por incremento de la sintesis de ADN
durante lamitad de lafase S de reproduccion celular

Aumento del nimero de ribosomas, dilatacion del reticulo endoplasmatico, aumento

en numero y densidad de mitocondrias.
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Favorece los procesos de enlace, donde participan receptores y ligandos como es €
caso de las enzimas — sustratos; hormona — receptor; anticuerpo- antigeno y otros

gue pueden ser de acoplamiento inespecifico.

Estos planteamientos no contradicen otras experiencias desarrolladas para dilucidar los
efectos de la magnetizacion sobre los organismos vivos. Una de las hipotesis méas
difundidas considera que €l sitio de impacto del campo e ectromagnético (CEM), esta en
la membrana plasmética debido a la anisotropia diamagnética de las moléculas de
fosfolipidos. Estas moléculas modificarian su orientacion bajo los efectos de un campo
magnético y como consecuencia, € Ca™ ligado a componentes de écido siaico del
glicocalix en la superficie extracelular y a moléculas de fosfatidil serina de la hemicapa
intracelular, es liberado por un efecto combinado de repulsion coulumbiana y slper
diamagnetismo, (Del Mora y Azanza, 1992; Azanzay col., 1994). Afios més tarde €l
cientifico Bardasano (2000) esclarece que los fosfolipidos se reorientan por accion del
campo magnético adquiriendo una disposicion perpendicular a la direccion del campo,
mientras que las proteinas |o hacen adquiriendo una disposicion paraéa, vy
especificamente, la reorientacion que sufren los fosfolipidos puede hacer que los iones
calcio dispuestos a ambos lados de la bicapa se aproximen |o suficiente como para sufrir
fuerzas de repulsion coulombianas (como ya ha sido confirmado por otros autores),que
son mas fuertes que las fuerzas ionicas de los enlaces, en cuyo caso se produciria la
liberacién de este ion a ambos lados de la membrana y en cantidades iguales. Los iones
Ca™ liberados en € citosol se convierten en los mediadores a nivel molecular de la
interaccion de los campos magnéticos con las membranas bioldgicas, como segundo
mensgjero bioquimico (Azanza, 1992; Azanzay col., 1994; Bardasano, 2000). Azanzay
Del Mora, 1992), demostraron que a aplicar CME en una neurona determinada puede
producir un incremento en la concentracion del calcio diez veces la de la céula normal
en reposo. Pessinay col. (2001), reportaron que campos el ectromagnéticos pulsantes de
50 Hz incrementaron significativamente el calcio de 143 £ 46 nM a 278 + 125 nM, en
células humanas (astrocitomas),asi se corroboré que € campo magnético actud sobre la

concentracion de calcio extracelular, intracelular, amacenado o sobre la membrana
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celular. Se sefiala que los efectos del campo magnético mediados por €l calcio deben
tener influencia en e funcionamiento del metabolismo celular como division y
proliferacion celular, permeabilidad de la membrana, transporte idnico (bomba Na*/K™),
funciones enziméticas, excitacién neuronal, funcién exocrinay endocrina, liberacién de
neurotransmisores, contraccion muscular (Azanza, 1992; Azanza y col., 1994;
Bardasano, 2000).

Esta siendo aceptado que e campo magnético directo y pulsante afecta la distribucién de
proteinas de membrana (Mac Lauglein y col., 1981; Lee y col., 2001). Bersani y col.
(1997,1999) determinaron por microscopia electronica que el campo magnético pulsante
de 50 Hz, aplicado por mas de dos horas a fibroblastos NIH 3T3, produjo un
significativo agrupamiento en la distribucion de las proteinas intramembrana (PIM)
comparado con las células controles no expuestas. Fernandez (1998), aseverd que €
efecto sefidlado sobre la membrana es producido por la fuerza del campo magnético
sobre las proteinas cargadas, y existe la posibilidad de que dichas fuerzas puedan
cambiar su forma alterando su funcion enzimatica en las reacciones quimicas y
produciendo cambios en los canales que controlan el flujo de iones a través de la

membrana.

En € caso de la enzima ATPasa Na'/ K+, mayoritaria en la membrana celular, puede
sufrir variaciones y propicia cambios en la bomba Na'/K*, por tanto en € transporte de
estos iones (Bardasano, 2000, Zhadin, 2001).Trabajos reportados por Chiabrera y col.
(1984) y Fernadndez (1998), han propuesto que € campo magnético de frecuencia
extremadamente bagja afecta la accion de ligandos con receptores de membrana y por
consiguiente el transporte de iones en células de animales de laboratorio. Stange y col.,
(2002), demostraron que campos magneéticos de 50 y 60 Hz con intensidades entre

0,00001 y 0,0001 T alteraron e movimiento de iones a través de la membrana celular en

célulasradiculares de Vicia faba L.; favoreciéndose este hacia €l exterior de las células.

Diferentes cientificos como Bersani y col. (1999) han reportado los efectos del campo
magnético sinusoidal de 50 Hz y 0,002 T de intensidad sobre queratocitos humanos,

demostrando efectos sobre e crecimiento celular e incremento en la expresion de

marcadores de diferenciacion celular y de adhesion celular (Integrina b4) en la
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membrana celular. En este caso muchas células modificaron su patron de diferenciacion
y adhesion celular, 1o que confirma algunas hipétesis, sobre campos de 50 Hz que
modifican la morfologia de la membrana celular y los mecanismo de adhesion celular
(Manni y col., 2002).

Hay experiencias que indican la existencia de otras vias de interaccién de los campos
magnéticos a estimular la biosintesis de proteinas y la transcripcion del ADN.
Exposiciones de células a campos magnéticos de muy baja frecuencia o energia
condujeron a un aumento en la biosintesis celular (Goodman y col., 1993, 1994, 1995).
Blank y col. (1992) encontraron que los campos magnéticos, al igual que los eéctricos
con similar amplitud, frecuencia y tiempo de dependencia estimulan la transcripcion del
ADN; especificamente, Blank y Soo (1996) sefiaaron que la intensidad magnética de
0,000008 T. estimula la transcripcion del ADN, a redizar estos experimentos en
cultivos de células HL60 (en suspension). No obstante, se ha podido demostrar que los
campos magnéticos de baja frecuencia, a diferencia de los campos eléctricos, pueden
penetrar la célula, pudiendo ser transducidos por la membrana citoplasmética a través de
una cascada de enzimas donde se encuentran mensajeros bioquimicos secundarios que
pueden reactivar € nuicleo y causar cambios en e ADN. Los estudios desarrollados por
Blank (1995 &) sobre los efectos directos del campo electromagnético sobre la enzima
ATPasa Na'/K* de labomba idnica en la membrana celular, mostraron que € factor mas
importante para la transduccién de la sefid estéd en e nivel de activacion de esta enzima
y puede ser explicada por un modelo donde su actividad aumenta a medida que hay

mayor concentracion de cargas en movimiento en lamolécula (Blank y Soo, 1996).

Se deducen dos hipdtesis (Blank y Goodman, 1997) para explicar la accion de los
campos magnéticos sobre la biosintesis de proteinas y especificamente sobre la
transcripcion del ADN: 1) la de la cascada enzimética, iniciada por la accion del campo
magneético en la membrana celular y subsiguiente posible mecanismo de transduccion de
la sefid hasta llegar al nucleo, 2) € efecto directo del campo magnético sobre el ADN,
sin necesidad de que participe la membrana celular para la transduccién de la sefid. Se
sugiere que la amplificacion de los signos transduccionales se realiza con el movimiento

de cargas intramoleculares, como pudiera ser e movimiento de cargas en e ADN por €
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gran flujo de electrones, activandose de esta maneralos genes para la biosintesis; aunque
ninguna de la hipotesis explica como € ADN puede ser desestabilizado para iniciar la

transcripcion. Ensayos desarrollados con la aplicacion de EM-ELF (60 Hz e intensidades
de 0,5 a 2,5 T) sobre sistemas modelos de secuencia definida in vitro, no afectaron la

fidelidad de las enzimas ADN y ARN polimerazas en su participacion catalitica para la
sintesis del ADN y ARN respectivamente; existiendo estabilidad en los procesos de
transcripcion, sintesis y reparacion del ADN (Haraday col., 2001).

Los estudios mas relevantes publicados hasta la fecha (Azanza, 1992; Blank y
Goodman, 1997; Fernandez 1998; Bersani y col., 1999; Bardasano,1999, 2000; Zhadin,
2001; Maercker y col., 2003) resumen los efectos de magnetizacién de la siguiente
manera: estimulacion primaria de las céulas a través de la membrana celular y
subsiguiente activacion de las rutas de sefidizacion mediante la accion sobre
fosfolipidos, PIM, flujo de iones (bomba Na/K™*), por activaciéon de la ATPasa Na'/K*;
anivel del citoplasma, la activacion de las funciones metabdlicas, de la proteina quinasa
C como un punto central en latrasmision de la sefial y por la concentracion citosolica de
Ca™, que a su vez es liberado por los cambios producidos en la membrana celular por
fuerzas de repulsion coulombianas, y a nivel del nucleo celular, la transcripcion del
ADN por accién sobre cargas mdviles (flujo de electrones) en lamoléculade ADN.

Efectos inmunol 6gicos

Dentro de los efectos metabdlicos que pueden producir los campos magnéticos esta su
accion sobre el sistema inmune. Para ello se han aplicado diferentes aproximaciones
como: respuestas de células productoras de anticuerpos, inmunidad celular (subtipos de
linfocitos T), y otras células importantes en la inmunidad, comportamiento de la

hipersensibilidad retardada, resistencia ainfecciones (Fernandez, 1998).

Huang y col. (1977) informaron que la radiacién de hdmsters chinos con microondas de
2450 MHz les produjo un aumento en la transformacién bléasti ca de linfocitos; Bermothy

(1963) encontr6 cambios en € conteo de leucocitos de ratones tratados
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magnéticamente. Afios después, monos expuestos a campos de 0,2; 0,7 y 2 T durante 63

a 67 horas, también registraron cambios en los conteos de las células blancas
(Bacttolectti, 1981).

Klassem (1982) reportd que el agua tratada magnéticamente (ATM) provoca un aumento
en el numero de linfocitos mejorando asi |a defensa del organismo. En 1984, Theriforde
y col. realizaron experimentos con ratones expuestos por 6 dias al campo magnético
estatico; no se produjeron efectos sobre la proliferacién de linfocitos estimulados
mitogénicamente. Sin embargo, Chiabrera y col. (1984) demostraron la utilidad del
campo magnético para la reactivacion eléctrica y quimica de linfocitos por accién del
campo eléctrico inducido en las células, mientras que otros cientificos aplicaron EM -
ELF en linfocitos humanos provenientes de pacientes jOovenes y adultos, logrando
aumentar los efectos sobre linfocitos (Bersani y col., 1989a; Cadosi, 1991; Bersani y

col., 1998b). Mevissen y col. (1998) demostraron que la exposicion de ratas Sprague
Dawley a un campo magnético de 50 Hz y 0,0001 T indujo efectos en la respuesta

mitogénica de células T, ya que produjo estimulacion junto ala concavalina A, cuando
el tiempo de exposicion fue de dos semanas, a aumentarlo a cuatro semanas de
exposicion se inhibid parcialmente el efecto mitogénico de los linfocitos T y con un

tiempo de ocho semanas de exposicion hubo toleranciaala accion del campo magnéti co.

En e timo, bazo y ganglios linfaticos, durante la accion del campo magnético se observo
cambios en la proporcion de linfocitos B y T, lo que tuvo relacion con € aumento en la
produccion de anticuerpos (Colectivo de autores, Tribuna Medica, 1989). Elekes y col.
(1996) observaron que la aplicacion de microondas de amplitud modulada de 50 Hz
indujeron elevacion del indice esplénico en ratones Balb/c (15 %) y € nimero de células

productoras de anticuerpos (55 %) en el bazo de |os ratones machos.

Walleczck y Budinger (1992) asociaron |os efectos de activacion de linfocitos a calcio
presente después de un reto mitogénico, donde la concentracion de este empieza a ser
modificada, y se produce un aumento por frecuencias especificas de campos magnéticos,
estos hallazgos se consideran compatibles con los efectos inmunol égicos obtenidos a
aplicar campos magnéticos de frecuencia extremadamente baga. Los trabgos

desarrollados por Yost y Liburdy en € mismo afio y por Lynstron y col. (1993),
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demostraron estos efectos al exponer timocitos de ratas activados con concavaina A;
después de 60 horas de tratamiento,el calcio presente aumenté y se manifestd la
actividad mitogénica de estas células, mientras que timocitos inmaduros permanecieron
inalterados. Eichwald y col (1996) estudiaron los efectos del ion calcio sobre la
regulacion de células del sistemainmune, y encontraron gue se pueden presentar efectos
de estimulacion e inhibicion de la proliferacion celular en funcién de la activacion
celular que se logre, 10 que depende de la sefid especifica que regula la dinamica del
cacio en la célula, s se asume que éste es controlado por la presencia de un sistema
enzimético sensible al campo magnético y lo activa la entrada de calcio a la célula,
modulacién que puede af ectar 10s procesos dependientes del calcio.

Las investigaciones desarrolladas con células de la sangre a aplicar diferentes
tratamientos magnéticos, también demuestran la estimulacion de otros leucocitos (Sans,
1995). Kraasnow (1991) encontré un aumento notable en el nimero de macréfagos
tisulares después de aplicarles radiaciones electromagnéticas, especificamente en
animales de laboratorio se observo la activacion de células de Kupffer (macrofagos
hepaticos). Coincidentemente, Bazén y col., (1993) obtuvieron un incremento en €l
nimero de monocitos y de células de Kupffer en estudios sobre hepatitis viral en
humanos, donde se aplicd campo magnético de frecuencia extremadamente baja.

Seze y col. (1993) lograron aumentar la citotoxicidad de las cdlulas Natura Killer en
ratones a los que se les aplicd un campo magnético pulsante de 0,12 T (0,8 Hz) durante

cinco y diez horas cada dia. Picazo y col. (1994) publicaron los resultados obtenidos al

hacer un estudio completo del comportamiento de las células de la sangre en animales de
laboratorio expuestos a 0,0004 T a 50 Hz durante seis semanas. No se detectaron

diferencias en & hematocrito, para los grupos experimentales en relacion con los
controles, ni en € conteo diferencial de leucocitos, referente a neutrofilos, eosinéfilos 'y
basofilos. No hubo modificaciones en las céulas sanguineas ni en su tamafo y
morfologia, pero s se registrdO una disminucion en e nimero de leucocitos totales,
relacionada con la disminucién de linfocitos pequefios, medianos y grandes, y de
monocitos sanguineos en relacion con el control donde no se aplicod tratamiento

magnético. En exposiciones de humanos jévenes adultos a un campo magnético
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linealmente polarizado de 0,00001 T y 50 Hz durante 24 horas y de forma intermitente

por una hora, abriendo y cerrando e campo cada 15 segundos no se produjeron en
ninguno de los casos ateraciones en la concentracion de hemoglobina, hematocrito,
células rojas, plaguetas, leucocitos totales, conteo diferencial de leucocitos, sub
poblaciones de linfocitos T CD4* y CD8", células NK y células B por lo que estas
exposiciones de campo magnético no afectaron las funciones hematolégicas ni
inmunol dgicas en estas personas (Selmaoui y col., 1996).

Un indicador sensible de perturbaciones por factores externos es la red
inmunorregulatoria con la produccion de citoquinas. Cossariza y col. (1989) reportaron
datos que sugieren que un campo electromagnético pulsante aplicado por largo periodo
de tiempo aumenta la produccién de IL-2 en linfocitos de donantes adultos, asi como la
proliferacion de estas células. Estudios posteriores (Cossariza y col., 1993) demostraron
gue pul sos de inducciones el ectromagnéticas incrementaron la produccion de IL-1 e IL-6
en células mononucleares de sangre periférica humana. Pissinay col. (1997) evaluaron
los efectos de las exposiciones a ciclos muy cortos de campos magnéticos estaticos y
pulsantes sobre la eventual induccién de citocinas pro inflamatorias y factores de
crecimiento provenientes de células mononucleares periféricas de sujetos normales, asi
como los efectos sobre la proliferacion de estas células, pero no hubo induccion en la
proliferacion de células mononucleares periféricas ni en la produccion de citocinas,
posiblemente porque se necesitan exposiciones mas largas a campo magnético. Sotang
(2000) reportod los efectos en la modulacion de la produccion de citocinas en células
HL-60 expuestas a corrientes eléctrica de baja frecuencia. Con e uso de diferentes
frecuencias de corriente se obtuvo aumento de TNFa, IL-1b, e IL-8 no asi de IL-6,

mientras que la aplicacién de campos magnéticos de 50 Hz y 60 Hz de induccién
magneética de 0,0001 T, aplicado por un dia, unay dos semanas en | eucocitos esplénicos

de ratas SPD, no indujeron efectos en la produccién de IL-1 (Haubler y col., 1999).

Contradictoriamente, Simko y col. (2003) reportaron la produccion de IL-1 en
monocitos bajo la accién de un campo magnético de 50 Hz y 0,01 T. Por otro lado, la

aplicacion en CMNPs humanas de campos magnéticos linealmente polarizado, vertical,

circular y eiptico, con frecuencias de 50 y 60 Hz e inducciones de 0,000002; 0,00002;
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0,0001 y 0,0005 T para e campo vertical y de 0,0005 T para e campo rotacional, no

indujeron cambios en la actividad citotoxica de células NK, ni en la producciéon de
citocinas como INFg, TNF a, IL-2, e IL-10 (Ikeda y col., 2003). Bardasano (2000)
propuso que € sistema inmune muestra una respuesta bifasica bgjo la accion de
determinadas longitudes de ondas (radiofrecuencias, infrarrojo), mientras que para los

campos de frecuencias extremadamente baja se produce estimulacion.

1.3.2. Aplicaciones médicas del campo magnético

Las primeras aplicaciones del campo magnético se describen en € libro de Diurvil
(citado en Klassem, 1982), se dan a conocer las observaciones del fisico ginebres sobre
la utilizacion del agua tratada magnéticamente (ATM) en decenas de pacientes para €l
tratamiento de lesiones digestivas, cicatrizacion de heridas y en un primer intento para
lograr un efecto psicoterapéutico. Basandose en los cambios que produce € ATM, en la
primera parte de la década de |os setenta, Shinkusy col. y Pilipenko (citado en Klassem,
1982), dan a conocer la utilizaron en procesos de urolitiasis y paralanormalizacion de la
presion arterial, mientras que Utgjin y Sochi (citado en Klassem, 1982) utilizaron agua
de mar tratada magnéticamente para usos bactericidas y médicos en general, dan las
primeras informaciones sobre la posibilidad de tratamiento de la arterosclerosis con
ATM.

Denitskaya y Chesnoskova (citado en Klassem, 1982), aplicaron tratamiento magnético
ala solucion de Ringer con campos entre 6,419 y 8,064 T a una velocidad de flujo de

0,4 m/s; obtuvieron mejorias en € trabajo del corazon, también sefidaron la influencia

del tratamiento magnético en varios medi camentos utilizados paralas alergias.

Afios después se incorporé a tratamiento de enfermedades, e uso del CME. Ivanov y
col. (1990) aplicaron tratamiento magnético con CME para controlar la hipertension
arterial. Zubina Liv (1990) logré éxitos en la atrofia del nervio o6ptico. En 1991,
Kraasnow y col. aplicaron la magnetoterapia en hepatitis virales de tipo A y B en nifios,

logrando resultados alentadores, mientras que Bazon y col. (1993), la aplicaron a
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pacientes adultos, mejoraron asi |os estados de inmunodeficiencias al activar linfocitos T

y macroéfagos, ademas de obtener una buena respuesta de anticuerpos.

Ha sido evidente la utilidad de la magnetoterapia como tratamiento principa en
enfermedades como la osteoartrosis, espéndilo artritis, coxsartrosis, Ulceras varicosas,
Ulceras izquémicas, servicitis, prostatismo, pardlisis faciaes, traumatismo en deportistas,
Sindrome de Raynoud (Bistolfi, 1983; Pallares, 1992; Malmiuno y col., 1995; Parsonsy
col., 1999; Bardasano, 1999, 2000; Salvatorey col., 2003).

Aun quedan numerosas incognitas y posibilidades para la aplicacion del campo
magnético en beneficio de la humanidad, y todavia son insuficientes las aplicaciones
paramejorar €l funcionamiento del sistemainmune.



CAPITULO 2. MATERIALESY METODOS

2.1 Tratamiento magnético

2.1.1 Equipo para €l tratamiento magnético

En e Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA), Universidad de
Oriente, Santiago de Cuba, se disefid y construyd por especialistas del grupo de
Bioelectricidad un sistema magnético a imanes permanentes MIPTF de 20 cm de
longitud, formado por dos caras polares de polaridades opuestas y la distancia entre ellas
variable. Se hizo una caracterizacion del sistema magnético a través de un Gausimetro
Cryotronics INC, de la Lake Shore, modelo 410 HCAT de EE.UU, provisto de un
sensor, modelo MSA-410, referido en e Certificado N0O04-001, emitido por e Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado para la caracterizacion del magnetizador a
imanes permanentes MIPTF (Anexo ). De esta caracterizacion magnética se hizo un
gréfico de induccidén magnética contra la distancia de separacion de las caras polares
(Anexo ), y a partir del mismo se determiné € gradiente de campo magnético, € cual

resultd ser de 0,01 T/m.

2.1.2 Solucion CM-95

La Solucion CM-95 se elabor6 a partir de sales de cloro y sodio a una concentracion
entre 0.1 y 2 % en agua destilada. Esta se envaso por filtracion y luego se esterilizo en
una autoclave ICEM, producida por la Industria Cubana de Equipos Médicos, a120 °C y
a 1 aimosfera de presion. La misma fue conservada hasta su uso entre 25 y 28 °C
(Patente 22583,114. Martinez y col., 1999).

La Solucion CM-95, se hizo pasar por € equipo descrito en 211, a través de una
manguera pléastica de 3mm de diametro, y como resultado se obtuvo una solucién con
propiedades fisico-quimicas diferentes, denominada Solucion CM-95 tratada

magnéticamente. El volumen de solucion que paso
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por el iman fue de 1,4 mL y las velocidades de flujo a través de este fueron de 0,2 y 0,3
m/s. Los tiempos de exposicion para cada una de estas velocidades fueron de 1y 0,7 s,

respectivamente.

2.1.3 Grupos experimentales

Los grupos tratados fueron denominados de la siguiente forma: un grupo en e que la
solucion CM-95 fue tratada con una induccion magnética de 0,012 T para una velocidad
de flujo de 0,2 m/s (GTM1), otro en € que la soluciéon CM-95 fue tratada con una
induccion magnéticade 0,05 T para unavelocidad de flujo de 0,2 m/s (GTM2), un tercer
grupo en €l que la solucion CM-95 fue tratada con una induccion magnética de 0,08 T
para una velocidad de flujo de 0,3 m/s (GTM3) y por ultimo un grupo en € gque la
solucion CM-95 fue tratada con una induccion magnética de 0,12 T para una velocidad
de flujo de 0,3 m/s (GTM4). Se formaron dos grupos controles. un grupo control
positivo en @ que a los animales se les inocula la solucion CM-95 sin tratar
magnéticamente (GSTM) y otro grupo control negativo en € que a los animales no se
lesinoculalasolucion CM-95 (GCN).

2.2 Biomodelos experimentales

2.2.1 Ratones

Se utilizaron ratones isogénicos de la linea Balb/c hembras de 6 semanas, suministrados
por el Laboratorio de Modelos Animales (LABEX)® de Santiago de Cuba. El peso de
estos oscil6 entre 18 y 20 g, se mantuvieron en cajas plasticas en locales asépticos a una
temperaturade 22 + 2 °C y una humedad relativa de 60-65 % con régimen 12 horas luz y
12 de oscuridad. Se les suministro pienso ratonina y agua acidulada con un pH entre
2,5-2,8 ad libitum.

2.2.2 Ratas

Se usaron ratas Jorague Dawley (SPD) hembras y machos, con pesos entre 150 y 200 g,
suministradas por e Centro Nacional de Animales de Laboratorio de Cuba
(CENPALAB)®. Durante los experimentos los animales se mantuvieron en caas

plasticas en locales asépticos a una temperatura de 22 + 2 °C y una humedad relativa de
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60- 65 %. Se le suministro pienso y agua acidulada ad libitum.

2.2.3. Congjos

Conegjos de la raza Nueva Zelanda Blancos (NZB) hembras, con pesos entre 2 'y 2,5 kg
suministrados por € Centro Nacional de Animales de Laboratorio (CENPALAB)®, se
mantuvieron en jaulas plasticas en condiciones convencionales a una temperatura de
28 + 2 °C; lahumedad relativa promedio fue de 60- 65 %. Se alimentaron con congjinay
agua ad libitum.

Los animales fueron trasportados segun las normas de calidad establecidas por las
instituciones proveedora. Al concluir la cuarentenay verificarse el estado de salud de los
animales estos fueron seleccionados para el experimento, distribuyéndose al eatoriamente
a razén de cinco animales por cga en €l caso de ratones y ratas y de dos animales por
jaula para los congjos. Su atencién se realizé de acuerdo a las normas institucionales
establecidas por la Comunidad Economica Europea (1980), y la Norma Oficial
Mexicana, NOM, (1996) y segun la Guia para € cuidado y empleo de animales de
laboratorio. Las condiciones higiénicas de los locales, materiaes, utensilios y animales
de laboratorio se garantizaron con la limpieza y desinfeccion cada 7 dias, siguiendo €
procedimiento recomendado en las Normas SO 10993-2 (1998), 1SO 10993-11 (1996) e
ISO 10993-12 (1998), para tales experiencias. La eutanasia o sacrificio de los animales
se hizo segin lo establecido por la norma 1SO 10993-11 (1996), con un minimo de
sufrimiento fisico y mental.

2.2.4-Esguemas de inoculaciones.

Para evaluar los efectos hioldgicos e inmunol égicos de la Solucion CM-95 TM en los
experimentos desarrollados en ratones Balb/c, se escogieron dos esquemas: € primero
en e que se utilizaron 3 inoculaciones diarias con un volumen de 0,2 mL por via
intraperitoneal (1.P.), con una duracion de cinco dias (Kiho, 1992), denominado
Esquema |I. En & segundo se realizaron dos inoculaciones en los tiempos O y
120 minutos, con una duracion de 4 horas y 30 minutos, denominado Esquema Il. El

resto de los esgquemas de inocul aciones utilizados se describen en cada experimento.
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2.3 Efectos biolégicos de la Solucion CM-95TM

2.3.1 Disefio experimental

Para conocer los efectos biologicos de CM-95 TM, se hizo un primer experimento
referente a transporte de glucosa en intestino de ratas SPD y otros dos para la
evaluacion de parametros bioquimicos y hematol 6gicos en muestras de suero y sangre
de ratones Balb/c, respectivamente. Para € primer experimento se conformaron los
grupos tratados GTM2 y GTM4, mientras que para el segundo y tercer experimento sélo
se usO € GTMA4. En cada uno de estos experimentos se utilizaron como grupos
controles, el GSTM y GCN (tépico 2.1.3).

En & ensayo de glucosa se utilizaron 6 ratas por grupo experimental, mantenidas segiin
el topico 2.2.2. Para el segundo y tercer experimento se usaron 10 ratones Balb/c, segun
el topico 2.2.1.

2. 3.2 Transporte de glucosa en intestino de ratas SPD

Ratas SPD fueron pesadas después de 24 horas de ayuno, se les inocul6 pentobarbital
sodico a razon de 35 mg /kg. de peso. A los animales anestesiados se les realizé una
incision en formade V y apartir de esta se midio de 20 a 25 mm de asa duodenal, en la
cual se realizo otraincision de lamisma formaque la anterior. Por laincision superior se
introdujo la solucién Luck glucosa a 38 °C para lavar € intestino, luego se inocul 6 por
estamismavia 0,8 mL dela Solucion CM-95 TM con las intensidades segun cada grupo
de tratamiento (GTM2 y GTM4) (ver topico 2.1.3), sin tratamiento magnético para €
grupo GSTM y animales sin tratar para el grupo GCN. Unavez colocadas las visceras en
el interior de cada animal por la incision en V, esa porcion del intestino se bafio
continuamente con solucion Luck glucosa; a los 30 minutos se extrgjo la Solucion
CM-95 tratada y no tratada magnéticamente segin cada grupo experimental de la
porcion duodenal. Seguidamente, este segmento fue Illenado con 0,8 mL de Solucién
Luck glucosa (1Img /mL) a 38 °C. Pasado los 30 minutos se extrajo la porcion intestinal
de cada animal, se secO y se midi6 e volumen recuperado (VR) de la solucién, €l cual se
centrifugd a 3000g durante 5 minutos. En el sobrenadante de cada muestra se determind

la concentracién de glucosa, segin € método de Somogy Nelson (Pérez y col., 1986).
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La eutanasia de |os animal es se hizo aplicando una sobredosis de pentobarbital sodico.

2.3.3 Parametros bioquimicos y hematol dgicos

2.3.3.1 Inoculaciones

Las sustancias CM-95 TM (GTM4) y no tratada magnéticamente (GSTM) se inocularon
en volumenes de 0,2 mL por via |.P. en cada animal, segin Esquema Il (tépico 2.2.4).
Los animales del GCN no recibieron ningun tratamiento. A los 150 minutos de la
segunda inoculacién se hizo sangramiento total de cada raton por puncion cardiaca. A
una parte de la sangre obtenida se le afiadié anticoagulante EDTA, a 5 %, para los
ensayos hematol6gicos y la otra se conservé a4 °C paralos ensayos biogquimicos.

2. 3. 3.2 Obtencién del suero
Después de incubar la sangre obtenida a 4 °C durante 1 hora, se eliminaron los
eritrocitos por centrifugacion a 1 800g durante 10 minutos. Se recogi6 €l suero en €

sobrenadante y se conservd a 4 °C hasta su uso para |os ensayos bioguimicos.

2.3.3.3Ensayos bioguimicos y hematol 6gicos

Las muestras obtenidas (suero y sangre) se trasladaron a Centro de Toxicologia y
Biomedicina de Santiago de Cuba (TOXIMED)® donde se redizaron los ensayos
biogquimicos y hematoldgicos, segun los Procedimientos Normalizados de Trabgo
(PNT) establecidos en TOXIMED, en 1998, para la determinacion de proteinas totales
(PNT No. 22), glucosa (PNT No. 25), iones sodio (PNT No. 26), iones potasio
(PNT No. 27) e iones calcio (PNT No. 28), conteo total de leucocitos (PNT No. 20),
conteo diferencial de leucocitos (PNT No. 21), hemoglobina (PNT No. 18), hematocrito
(PNT No. 19).

2.4. Respuesta |nmune humoral

2.4.1 Disefio experimental

Para conocer |os efectos de la Solucion CM-95 TM en la respuesta inmune humoral, se
evalud la dindmica en el titulo de anticuerpos especificos para antigenos bacterianos.

Para €llo se desarrollaron diferentes esquemas de inmunizacion. Los tres primeros se
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realizaron en ratones Balb/c (experimentos 1; 2 y 3),se utilizaron las vias de inoculacion
I.P., SC. e L.V, con 10 animaes por grupo experimental. El cuarto esquema
(experimento 4) se llevd a cabo en Congos NZB (6 por grupo experimenta), la
inoculacion fue l.V.

Los grupos experimentales fueron conformados por GTM1, GTM2, GTM3 y GTM4
como grupos de tratamiento paralos esquemas en ratones Balb/c y solo el GTM4 para el
esguema en congos (segun topico 2.1.3) y los grupos controles con adyuvantes
convencionales, GCP1 (Hidroxido de Aluminio), GCP2 (Adyuvante de Freund), ademas
del GCP (antigeno sin adyuvante) y GCN (animales sin inocular), excepto para los
esquemas por via I.V. que no se utilizaron grupos controles con los adyuvantes
convencionales.

Posteriormente, se ensay0 e uso de la Solucion CM-95 TM como adyuvante
inmunolégico para la obtencion de seis sueros policlonales anti- Bacillus en Conejos
NZB (experimento 5). Al finalizar €l esquema de inmunizacién del experimento 1,
desarrollado en ratones Balb/c por via |.P, se determinaron para €l grupo GTM4 y todos

los grupos controles, € Isotipo 1gG y las subclases IgG1 e IgG2a producidos.

2. 4.2. Esguemas de inmunizacion
2.4.2.1 Animales
Se utilizaron ratones Balb/c y congos NZB, segun las condiciones explicadas en los

topicos 2.2.1y 2.2.3, respectivamente.

2.4.2.2 Preparacion de los antigenos

Las bacterias Bacillus cereus ATCC 11778 (experimentos 1; 3 y 4) Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus thuringiensis ATCC 13431, Bacillus pumilis ATCC 14884
Bacillus megaterium ATCC 4234, (experimento 5) y Pseudomonas aeruginosa ATCC
5437 serotipo 350 (experimento 2) fueron sembradas en caldo nutriente (Merck) e
incubada a 37 °C durante 18 horas. Al término de este tiempo se hizo una suspension
bacteriana para las del género Bacillus con solucion salina fisiologica estéril, luego se
colocaron a calor por 2 horas a 100 °C. A las bacterias de la especie Pseudomonas

aeruginosa se les anadié formaldehido (Fluka) a 2 %, y se les mantuvo en esta
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suspension por espacio de 2 horas. A continuacion las células se lavaron 3 veces por
centrifugacion a 1 800g durante 10 minutos con salina fisiolégica estéril, se gusté su
concentracion celular, segun las exigencias de cada esquema de inmunizacion por
lectura a una densidad optica de 660 nm, en un Espectrofotometro Fharmacia. En €l
experimento Il, ademas se utiliz6 € LPS de la cepa referida de Pseudomonas
aeruginosa, obtenido por e méodo de Fenol Acuoso (Cobas y col., 1997). Para la
preparacion del antigeno polivalente del género Bacillus sp se hizo un pool de todos los

antigenos somaticos de las cepas de bacilos escogidas.

2.4.2.3. Adyuvantes

Solucion CM-95TM: Se prepard segun topico 2.1.2 para € tratamiento magnético a la
Solucion CM-95 en cada grupo experimenta GTM1, GTM2, GTM3, GTM4
(experimentos 1, 2 y 3), GTM4 (experimento 4) con las inducciones magnéticas
referidas en € topico 2.1.3. Paralos sueros policlonales anti-Bacillus se trato la Solucion
CM-95 con inducciones magnéticas de 0,12 T en todos los grupos (G1 (Bacillus sp), G2
(Bacillus subtilis); G3 (Bacillus thuringiensis) G4 (Bacillus cereus); G5 (Bacillus
pumilis) y G6 (Bacillus megaterium).

Hidroxido de Aluminio (Berhing Warke AG, Alemania): fue utilizado en forma de gel a
una concentracion de 4 mg/mL (grupo GCP1).

Adyuvante de Freund Completo e Incompleto (Sigma)®: se usd en emulsion con €l
antigeno ala concentracién comercial (grupo GCP2).

L os adyuvantes fueron inoculados volumen a volumen (v/v) con el antigeno.

2.4.2.4 Inmunizaciones

Para cada experimento se utiliz6 un protocolo de inmunizacion diferente. En el primero,
via I.P., (Reid y col., 1991) se inocul6 € antigeno soméatico de la bacteria Bacillus
cereus en concentraciones de 2x10” célulasmL para la primera inoculacion y de
1x10’céulas /mL, para las tres inoculaciones restantes, en un volumen de 0,2 mL por
animal, cada 15 dias, en la cavidad peritoneal. El booster se aplicd a los 48 dias sin
adyuvante. A los 51 dias se sacrificaron los ratones en Camara de CO2 durante

10 minutos.
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Para € experimento 2 (via S.C.), se inocularon 0,2 mL del antigeno somatico de la
bacteria Pseudomonas aeruginosa a la concentracion de 1,5x10° células/mL cada
15 dias hasta completar dos inoculaciones en diferentes puntos de la region dorsal. Se
hicieron dos booster, y se inocul6 e LPS de la bacteria P. aeruginosa a una
concentracion de 200 g/mL, los dias 25 y 35 del esquema. A los 51 dias se sacrificaron
los animales (Esnard y col., 1992).

El esquema de inmunizacion del experimento 3, tuvo una duracion de 17 dias (Margni,
1982) y se redizaron 3 inoculaciones cada 3 dias de 0,2 mL del antigeno somético de la
bacteria Bacillus cereus (1x108 células/mL) en lavenade la colade |os ratones, vial.V.
El protocolo de inmunizacién en congjos NZB (Esnard y col., 1992) para los
experimentos 4 y 5, incluyG 6 inoculaciones por la vena marginal de la oreja de cada
animal (vial.V), las primeras 5 cada 4 dias con una dosis del antigeno somatico de
5x10° cdulass/mL en volimenes de 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 y 2,0 mL, respectivamente. El
booster se aplicod a los 4 dias de la Ultima inoculacion con un volumen de 2 mL, €
esguema durd 35 dias. En el experimento 4 se utilizo € antigeno somatico de la bacteria
Bacillus cereus y en el 5, los 6 antigenos sométicos de |as bacterias del género Bacillus,
referidas en el topico 2.4.2.2.

Los antigenos fueron combinados con adyuvantes de acuerdo al grupo experimental en
cada esquema de inmuni zacion.

2.4.2.5 Obtencion del suero

Sangramientos parciales: Antes de iniciar cada protocolo de inmunizacion y en el
transcurso de ellos se hicieron sangramientos parciales. En €l caso de los ratones, se
extrajo la sangre por el plexo retroorbital del ojo con e uso de capilares estériles; en los
congjos por la arteria central de la orgja. La frecuencia de estos fue de 7 dias para los
experimentos 1y 2 (en ratones), de 5y 7 dias para los experimentos 3 (en ratones); y 4 'y
5, (en congjos), respectivamente.

Sangramientos totales: Al final de cada protocolo de inmunizacion referido en 2.4.2.4, se
extrgjo la sangre por puncion cardiaca. En todos los casos para la extraccion de los

sueros la sangre obtenida se incub6 a 4 °C durante 1 hora, los eritrocitos fueron
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eliminados por centrifugacion a 1 800g durante 10 minutos en centrifuga Hitachi
(IMAC). Los sueros se conservaron a4 °C hasta su uso.

2.4.2.6 Titulacion

La titulacion de los sueros obtenidos se llevo a cabo por la técnica de aglutinacion en
l&minas (Roitt y col., 1998). Se hicieron diluciones dobles progresivas de cada suero en
solucion de NaCl a 0,9 %. De forma paralela se confeccionaron suspensiones
concentradas de los antigenos bacterianos, enfrentdndose una gota de los mismos con
cada dilucion de los antisueros. Como controles se utilizaron los antigenos en
suspension, los antisueros y los sueros de animales sin inocular, a los que se le afadio
una gota de solucion salina fisiologica y se procedié de la misma forma que para las
muestras. El titulo fue expresado como €l inverso de la dilucion hasta la cua se observo
la reaccidn de aglutinacién positiva y los resultados referidos como 2-log de los titulos
correspondientes.

2.4.2.7 | sotipos de anticuer po

2.4.2.7.1 ELISA isotipo 1gG

La concentracion de 1gG se determinG por la técnica de ELISA (Sotolongo, 1996).
Placas de poliestireno de 96 pozos, de fondo plano (Maxisorp, Nunc, E.U.), se
recubrieron con 100 uL de la suspensién de cultivo de la cepa Bacillus cereus,
incubandose a4 °C durante toda la noche. Luego se afiadieron 100 uL de las muestras de
suero (experimento 1) de cada grupo experimental, (GTM4, GSTM, GCP, GCP1, GCP2
y GCN, diluidas 1:100 en TBS /Tween 20 (Sigma® S.T.M.O, E.U.) con BSA vy los
controles durante 1 hora a 37 °C. Como conjugado se utilizé anti-lgG de rat6n
(Pharmigen) diluido 1:5 000 en la misma solucion que las muestras. Las placas se
incubaron 1 hora a 37 °C. Se afladié 100 uL /pozo de buffer sustrato H-O> (Fluka)
0,15 % con O-felinendiamina (Sigma)®. La reaccion se detuvo a los 30 minutos con
50 uL de H2SO4 (Merck) 2M y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 492
nm en € lector de Micro- ELISA (Titertek Multiskan). La concentracion de la muestra
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es proporcional alasefial como resultado de lahidrélisis del sustrato.

2.4.2.7. 2 ELISA: subclases de IgG

Para determinar las subclases de 1gG presentes en los sueros fue utilizado un ELISA de
amplificacion biotina —streptavidina. Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos
de fondo plano (Maxisorp Nunc, E.U.), las que se recubrieron con 100 uL de la
suspension de cultivo de la bacteria Bacillus cereus en tampon de recubrimiento. Se
incubaron a 4 °C durante toda la noche. Las muestras de suero (experimento 1) de cada
grupo experimenta se afadieron a una dilucion de 1:100 en TFS /Tween 20 con BSA y
se incubaron 2 horas a 37 °C. Luego se afadié € conjugado anti IgGl o IgG2a
biotinilado de ratén (Sigma)® seglin correspondié para cada isotipo, incubandose 2 horas
a 37 °C con una dilucion 1:1 000. Posteriormente se afiadié streptavidina (Sigma) ©
diluida 1:2000 incubdndose 1 hora a 37 °C, como sustrato se utilizd 100 ulL/pozo de
H202 0,15 % con O-fenilendiamina (Sigma)® y se detuvo la reaccion con H2SO4 2.5 N.
La absorbancia se midié a una longitud de onda de 492 nm en lector de Micro-ELISA
(Titertek Multieskan). Seguido a cada paso de incubacion de las muestras se realizaron
lavados con TFS /Tween 20 (Sigma)®.

2.5 Respuesta Inmune mediada por células

2.5.1 Disefio experimental

Los efectos de CM-95 TM en la respuesta inmune celular se evaluaron a través de
diferentes elementos como: proliferacion de CMNPs humanas cultivadas in vitro
(experimento 1), comportamiento del nimero de macrofagos peritoneales con CM-95
TM inoculada junto a un antigeno y sin antigeno, en un esgquema de inmunizacion por
vial.P. (experimento 2), asi como la actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal en
un esguema de cinco dias (experimento 3) y en un esquema de dos inoculaciones
(experimento 4), la fagocitosis de levaduras a seguir un esgquema de dos inoculaciones
(experimento 5), hipersensibilidad retardada (HRT) con e antigeno BSA a 1 %
(experimento 6) y produccion de INFy e IL-5 (experimento 7). Se utilizaron 10 ratones

de lalinea Balb/c por grupo experimental (topico 2.2.1), excepto para el experimento 1,
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donde se utilizaron células mononucleares humanas de sangre periférica (CMNPs). Se
conformd e GTM4 como grupo de tratamiento para los experimentos 1; 2; 3; 4,5y 7y
los grupos controles GSTM y GCN (segun tépico 2.1.3), ademas se utilizaron otros
grupos controles positivos como BCG (Sigma)® en el experimento 3 y los grupos GCP
(antigeno), GCP1 (hidréxido de aluminio), GCP2 (Adyuvante de Freund) en
experimento 2. En el experimento 6 (HRT), se utilizaron diferentes combinaciones de la
Solucion CM-95 de la siguiente forma: CM-95 TM — BSA, CM-95 TM (grupos de
tratamiento); CM-95 STM-BSA, CM-95 STM; (grupos controles), ademés de los otros
controles: NaCl 0,9 % -BSA y NaCl 0,9 %.

2. 5.2 indice de Estimulacién en CMNPs humanas

2.5. 2. 1 Separacion de CMNPs humanas

La separacion de células mononucleares periféricas (CMNPs) se reaizo a partir de
20 mL de sangre periférica de voluntarios sanos colectadaen 2 mL de EDTA d 5%y
diluida 1:10 en solucién salina tamponada con fosfato (TFS) 10X. Se retird € plasma
por centrifugacion a 300g durante 10 minutos. El precipitado celular fue resuspendido en
30 mL de PBS 10X. Las células de la sangre periférica (PBL) fueron separados por
centrifugacion en un gradiente de densidad con € uso de Ficoll-Hypaque (Fharmacia,
UK) a 250 g durante 30 minutos a 4 °C en centrifuga Hitachi (IMAC); luego se retiro la
banda de blancos y se afiadié en un tubo conico que contenia 30 mL de PBS (solucion
salina tamponada a 4 °C). Los PBL aislados fueron lavados y resuspendidos en 20 mL
de PBS con 5 mL de RPMI 1640 (GIBCO-BRL, E.U.) suplementado con suero feta
bovino, se gjustd su concentracion a 5x10° células/mL con solucion de toluidina 1:10. La
viabilidad celular se estimd mediante conteo en camara de Neubauer (Fein Optic, Jena,
Alemania) en Microscopio Olympus (Modelo DMLB y CH2) a 1000x por el método de

exclusion con azul tripano.

2.5.2.2 Cultivo de células “in vitro™

El cultivo de células se desarroll6 en placas de 96 pocillos Nudon Surface (Maxisorb
immunoplate, Nunc Denmark) se le afadieron 100 uL de céulas, 50 pL de

Fitohemaglutinina (PHA) 100 pg/mL en dilucién 1:100 y 50 uL de CM-95 con
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tratamiento o sin tratamiento magnético (GTM4, GSTM respectivamente) para un
volumen total de 200 uL por pozo. El volumen de CM-95 fue sustituido por medio
RPMI 1640 en €& control (GC).Para € control correspondiente de cada grupo se
sustituyo e volumen de PHA (50 ulL) por e medio RPMI 1640. La proliferacion celular
fue medida por incorporacion de timidina tritiada (Amersham, England). Se administrd
1 pCi de [3H]-timidina / pozo durante 1 hora previo a la incubacion de las células a
37 °C en atmosfera de 5 % de CO. y 85 % de humedad relativa durante 72 horas. El
medio fue removido de cada pozo, las células lavadas y colectadas en papel de fibra de
vidrio (Whatman) y secadas durante 2 horas a 37 °C. Se determinaron las cuentas por
minutos de cada muestra en un Contador LKB 1209 Rackbeta (Dantos y col., 1999;
Gerard y col., 2000). Los resultados se expresaron como:
1A= C prn(muestra)

C prnccontra
donde IA es € indice de estimulacion. Cpmmuesray €S € conteo por minuto en la
incorporacion de Timidina Tritiada con PHA en las muestras para GTM4, GSTM, y GC.
Copm(control) €S € conteo por minuto en laincorporacion de Timidina Tritiada sin PHA para

el control correspondiente a cada uno de estos grupos.

2.5.3 Macro6fagos

2.5.3.1 Conteo de macro6fagos en € exudado peritoneal

Los macrofagos fueron extraidos de la cavidad peritoneal a final de los esquemas de
inoculaciones desarrollados en el experimento 2 (tépico 2.4.2.4), experimento 3 (segun
Esquema 1.mostrado en e topico 2.2.4) y experimento 4 (segun Esquema 2, tdpico
2.2.4) siguiendo la técnica de Kiho (1992). Para ello se inocularon de 3 a 4 mL de
PBS-BSA (solucién salina tamponada con fosfato pH 7,4 suplementado con
seroalbumina bovina BDH estéril a 4 °C) para obtener las células peritoneaes, las que
después de extraidas se lavaron con la misma solucion tres veces, y se centrifugaron a
1 500g durante 10 minutos a 4 °C en centrifuga refrigerada (Hitachi IMAC). El
sedimento obtenido se resuspendio en 50 puL de PBS-BSA, la concentracion se

determind en camara de Neubauer utilizando cristal violetaal 1 %, e conteo de células
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se efectud en microscopio Olimpus (Modelo DMLB y CH-2) en aumento 400x. El
niimero de macréfagos se expresd, en como 108 células/raton, por larelacion:

N° de Céulas/ mL x volumen de la suspension x dilucién

N de macr6fagos =

NP de ratones

2.5.3.2 Actividad de la enziima lisosomal fosfatasa acida en macréfagos

Se gjusto la concentracion de los macréfagos obtenidos a partir del exudado peritoneal,
en cada grupo experimental (2; 3y 4) a1l x 10° cdulassmL en RPMI 1640 (GIBCO) en
camara de Neubauer. La suspension celular se centrifugo y se afadié a precipitado
0,1 mL de Tritén X-100 a 0,1 % para solubilizar, 0,5 mL de 1-Nitrofenil fosfato como
sustrato y 0,4 mL de tampdn citrato 0,1 mol/L (pH 5,0). La mezcla de reaccidn se incubd
a 37 °C durante 1 hora. A continuacion se agregd 1 mL de tampon borato 0,2 mol/L
(pH 9,8) y se determind la absorbancia a 405 nm en Espectrofotdometro Pharmacia. La
actividad enzimética se expresd como nanomoles de paranitrofenil fosfato liberados por
1x10° macréfagos en 60 minutos (Kiho, 1992).

2.5.3.3 Fagocitosis
Se realiz6 una modificacion a la técnica de Sherry y col. (1996). Ratones Balb/c
inoculados por vial.P. con dos dosis de CM-95 (Esquema 2; 2.2.4) con o sin tratamiento
magnético para los grupos GTM4 y GSTM, respectivamente, recibieron a los
150 minutos de la segunda inoculacion, 0,5 mL de células de Saccharomyces cerevisiae
CB-09 suspendidas en NaCl 0,9 % (Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de
Cuba) y ajustadas a la concentracion de 4x10° células/mL. Transcurrida 1 hora se
colectaron las células peritoneales con PBS-BSA 1 % a4 °C. Las células fueron lavadas
3 veces por centrifugacion a 1 500g durante 10 minutos para eliminar las levaduras que
no fueron fagocitadas. Se procedi6 luego a conteo celular en camara de Neubauer para
determinar en 100 células € porciento de fagocitosis y € indice fagocitico, segin la
expresion (Picoy col., 1997).

N
donde IF y N son e indice Fagocitico y & nuimero de levaduras fagocitadas,
respectivamente.
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2.5.4 Hipersensibilidad retardada

Para la Hipersensibilidad Retardada (HRT) se aplico la técnica descrita por Tegerday y
Lacetera (1991), Smith (1996). Ratones de la linea Balb/c se inocularon por via S.C.
(zona cérvico dorsal) en e tiempo Oy alos 14 dias con 0,2 mL del antigeno BSA a 1 %
0 sin este en diferentes combinaciones como se describen en € tdpico 2.5.1. Cuando se
inocul6 e antigeno unido a adyuvante se hizo v/v y € antigeno (BSA), € adyuvante
(CM-95 TM o0 STM) o Na Cl 0,9 % se inocul6 en un volumen de 0,2 mL. A los 21 dias
los animales se retaron con una dosis de 50 uL de BSA (650 g /mL) inoculada en
0,02 mL de NaCl 0,9 % por via intradérmica (1.D.) en la pata izquierda. En la pata
derecha se inocul 6 igual volumen de NaCl 0,9 % por lamismavia. LaHRT se midio a
las 24, 48 y 72 horas con € uso de un Pletismometro 715, UCO Basile, y se expresaron
los resultados del edema en mm como:

Induracion de la pata izquierda —Induracion de la pata derecha de cada raton

Los resultados se llevaron a porcentaje por la siguiente expresion:
-B
Edema = A1A01100%,

donde A1 y B:1 corresponden alas induraciones medidas en las patas izquierda y derecha,
respectivamente. Ao, es la medida en la pata izquierda de cada animal antes de su

inocul acion.

2.5.5 Produccién de INF ge IL-5 en linfocitos murinos

2.5.5.1 Inoculaciones

Ratones Balb/c fueron inoculados por via I.P., con dos dosis, segin Esquema Il (tépico
2.2.4) dela Solucion CM-95 TM (GTM4) y sin tratamiento magnético (GSTM). A las 7,
24 y 72 horas de la Ultima inoculacion se sacrificaron los animales en Camara de CO»

(210 minutos), y se obtuvo la sangre en EDTA 5 % para la separacion de los linfocitos.

2.5.5.2 Separacion de linfocitos

Lasangre de los ratones de cada grupo experimental diluida 1:10 en solucion salina
tamponada con fosfato (TBS) 10X, se centrifugo a 300g durante 10 minutos pararetirar
el plasma. El precipitado celular fue resuspendido en 30 mL de PBS 10X. Las células
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fueron separadas por centrifugacion en un gradiente de densidad con el uso de Ficoll-
Hypague (Fharmacia, UK) a 600g 4 °C durante 15 minutos en centrifuga Hitachi
(IMAC). Labanda de linfocitos se removi6 del gradiente y se lavo tres veces con PBS a
1500g por 10 minutos, luego se gjustd la concentracion celular a 2x10? céulas/mL en
una camara de Neubauer y laviabilidad celular fue estimada por exclusion con tripan
azul 5 %,lo0 que excedi6 siempre del siempre el 95 %.

2553 ELISAdelFN-gelL-5

Para la realizacion de este ELISA se utilizaron placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc)
que fueron recubiertas con 50 pL por pocillo de anticuerpos de captura anti-IFNy e
IL-5 (Pharmigen), luego se incubo toda la noche a4 °C. Serealizaron cuatro lavados con
TFS-Tween (solucion que se utilizé para todos los lavados) y se bloqued con 100 uL de
tampon de bloqueo por pocillo, incubandose a temperatura ambiente por 30 minutos. Se
lavo tres veces y se procedio a adicionar |os sobrenadantes del cultivo de linfocitos y la
curva estandar, incubandose la placa durante 4 horas a temperatura ambiente y se lavo
cuatro veces. Se anadieron 100 pL por pocillo de anticuerpo biotinilado Hanoi-citocina
(Pharmigen) a una concentracion de 2 pg/mL diluida en tampdn de blogueo con Tween
20. Se incubd una hora a temperatura ambiente y se realizaron seis lavados para afadir
posteriormente el conjugado streptavidinaHRP diluido 1:2 000, luego se realizaron
ocho lavados. Como sustrato se empled O-fenilendiamina y se detuvo la reaccién con
50 pL de SDS, las placas se leyeron a una longitud de onda de 450 nm en € lector de
MicroELISA (Titertek, Multieskan). Una vez obtenido los resultados del lector de

MicroELISA estos se analizaron utilizando el programa Microsoft Excel.

2.6 Toxicidad e Inmunotoxicidad

L os estudios de inocuidad (toxicidad e inmunotoxicidad preliminar) de la Solucion
CM-95 tratada magnéticamente, fueron realizados en e Centro de Toxicologia y
Biomedicina (TOXIMED)® de Santiago de Cuba, segiin la metodologia descrita en la
GuiaNo. 407 dela OECD parala evaluacion de toxicidad a dosis repetida.
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2.6.1 Disefio experimental

Ratas SPD en condiciones experimentales, segun €l tdpico 2.2.2, después del periodo de
cuarentena (7 dias), se distribuyeron aeatoriamente en 5 grupos experimentales con
20 animales cada uno (10 hembras y 10 machos), se conformaron 3 grupos con
diferentes niveles de tratamiento de la Solucién CM-95, y se constituyeron tres niveles
de aplicacion: Nivel | (0,05 T y 0,2 m/s); Nive 1l (0,12 T y 0,3 m/s) y Nivel Il (0,16 T
y 0,3 m/s). Los grupos controles fueron GSTM y GCN. Estos grupos conformaron dos
experimentos, en € primero se evaluaron los parametros a los 7 dias después del

tratamiento delos animales y en el segundo alos 28 dias de este.

2.6.2 Preparacion del producto

La preparacion del producto (Solucion de sales CM-95) se hizo seguin €l tépico 2.1.2.
2.6.3. Inoculaciones

La Solucion CM-95 tratada magnéticamente (Niveles I, 1l y IlI) y no tratada
magnéticamente (GSTM) se inocul6 por via I.P. en un volumen de 0,2 mL por animal
con una frecuencia diaria, hasta los 28 dias. A los 7 dias (experimento 1) y 28 dias

(experimento 2) de aplicado € tratamiento se evaluaron diferentes parametros.

2. 6. 4. Controles realizados

2.6.4.1 Sgnos clinicos

Observaciones diarias para conocer signos de diarreas, estrés respiratorio, marcha
actitud ante e aimento, pilo ereccion, saliveo, temblores, convulsiones, ataxia,

frecuencia respiratoriainusual, secreciones mucosales diarias.

2.6.4.2 Peso delos animales

Los animales vivos fueron pesados, en gramos antes de comenzar |os experimentos;
semana mente durante los ensayos y al final de estos, se comenzo a partir de los 7 dias
de inoculados. Para ello se utiliz6 una balanza Sartorio (Modelo LC6200S).

2.6.4.3 Indice relativo de bazo y timo

Los bazos y timos extraidos en la diseccion de cada animal en los diferentes grupos
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experimentales se pesaron, en una balanza Sartorio (Modelo LC 6200Sy LC 1200) y se
determiné e indice Relativo d dividir el peso obtenido de cada 6rgano entre el peso del
animal vivo al final de cada experimento.

2.6.4.4 Celularidad de la médula 6sea

Después de la extraccion del fémur en cada animal se aplico la técnica descrita en €l
PNT No. 36 para celularidad de medula 6sea (TOXIMED 1988).

2.6.4.5 Determinaciones hematol dgicas y bioquimicas

Para las determinaciones hematol égicas y bioguimicas se extrgjo sangre a los animales
al final de cada experimento (7 y 28 dias, respectivamente), por sangramientos parciales,
parte de la misma fue utilizada para las determinaciones hematoldgicas como conteo
global y diferencia de leucocitos, € resto se utilizd para las determinaciones
bioquimicas como proteinas, glucosa e inmunocomplegos circulantes, todas ellas segin
Parametros Normalizados TOXIMED 1998 (PNT. No. 20; 21; 22; 25 y 37,

respectivamente).

2.6.4.6 Estudio anatomopatol 6gico

2.6.4.6.1 Necropsia

Los estudios histopatol 6gicos macroscopicos y microscopicos se llevaron a cabo con la
eutanasia de todos los animales después de su narcosis con una sobredosis de
pentobarbital sddico, siguiendo las recomendaciones de la OECD. Luego se procedi6 a
desangrado y necropsia de los mismos (Castillo, 1985; Infante 2000) a las 24 horas de la

dltimainoculacion de 7 y 28 dias.

2.6.4.6.2 Ensayo anatomopatol 6gico

En latoma de muestras, |os 6rganos fueron colectados en frascos de boca ancha de color
ambar, los cuales estaban adecuadamente rotulados con € nimero de estudio, nimero
del animal y grupo. Los 6rganos se fijaron con solucion buffer de formalinaa 10 % para
las primeras 24 horas, luego se transfirieron a una solucion menos concentrada a 4 %
para su conservacion. Los fragmentos referidos fueron procesados en € Histoguine
(Modelo Leyca 2000) (procesador de tejidos) e incluidos en parafina, distribuyéndose en
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bloques. Bloque | (rifiones, corazén, higado y pulmdn; Bloque Il (bazo, ganglios
linféticos y timo); Bloque |11 (aparato digestivo, intestino delgado y grueso).

Evaluacion macroscopica: Se hicieron observaciones macroscopicas de los Organos
extraidos a final de cada experimento como: bazo, timo, ganglios linfaticos
mesentéricos, tejido linfoide asociado a intestino (Placas de Peyer), pulmon, corazon,
rifiones e higado. Se examind €l teido en la zona de inoculacién evaluando la posible
formacion de granulomas macrof agicos.

Evaluacion microscopica: El andlisis histopatoldgico se realizo procesando las muestras
obtenidas de los diferentes érganos por e método de la parafina, fijandolos en formalina
neutra (MEDICUBA) a 10 % y coloreandolos con Hematoxilina Eosina, HE, (BDH).
Para la observacion se usd un microscopio Olimpus (DMLB CH-2) en inmersion a

diferentes aumentos.

2.7 Andlisis estadistico

Se redliz6 la prueba de Kolmogorov- Smirnov, para comprobar si los datos cumplian
una distribucién normal, y a continuacion la prueba de Bartlett o F maxima para
comprobar la homogeneidad de varianza. El andlisis de varianza ANOVA de
clasificacion simple, se efectud con un nivel de significacion o = 0,05, para comparar €l
comportamiento de los grupos en cada experimento y entre ellos. Se aplico la prueba de
comparacion de rangos multiples de DUNCAN, con un nivel de significacion o = 0,05,
para la comparacion de las medias entre los grupos. Para € andlisis estadistico de los
diferentes resultados se utilizé € paquete estadistico en soporte electrénico SPSS 9,0
para Windows (1999).



CAPITULO 3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Efectos biolégicos de CM -95 tratada magnéticamente

3.1.1 Transporte de glucosa en ratas SPD

El comportamiento en el transporte de glucosa en células del intestino delgado porcion
duodena de ratas SPD con CM-95 TM, se muestra en la figura 3.1 para cada grupo
experimental: GTM2 (0,05 T), GTM4 (0,12 T), GSTM (CM-95 sin tratamiento
magnético) y GCN (animales sin inocular). En esta figura se observa un incremento
significativo (P < 0,05) del transporte de glucosa para e GTM4 en comparacion con €
GTM2, GSTM y GCN, pero a su vez el GTM2 y GSTM presentaron aumento en el
transporte de glucosa con respecto a GCN, diferencias que fueron significativas
(P<0,05).

GTM2CM -95TM (0,05 T)
GTM4CM -95TM (0,12 T)
Glucosa 1 GSTM CM - 95 STM
a GCN (Animales sin inocular)
Transportada 0.9 - b
mg 081 o b .
0.7 —
0.6
0.5 4
0.4
0.3
0.2 4
0.1+
0 ‘ ‘ ‘
GTM2 GTM4 GSTM GCN
Figura 3.1.1 Transporte de glucosa (Media = S) en intestino de
ratas SPD tratadas con CM-95 TM. Letras desiguales denotan
diferencias significativas” P<0,05, (Duncan).

Estos resultados indican que la Solucion CM-95 TM actué de forma efectiva en €
mecanismo de transporte de glucosa, y es mas significativo para la mayor induccion

magnética usada (GTM4), lo que pudiera estar relacionado con la activacion de la
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enzima ATPasa Na'/K™, la que participa en los procesos de transporte de glucosa en €
intestino.

La activacion de esta enzima puede ser debido al aumento de la permeabilidad de la
membrana biolégica por la accion ded CME, resultado que concuerda con los
previamente reportados por Polk y col. (1986); Azanza (1992); Azanzay col. (1994); y
Bardasano (2000).

Se conoce que la activacion de la enzima ATPasa propicia el buen funcionamiento de la
bomba Na'/K*, para garantizar la concentracion adecuada de iones sodio extracelular
gue permita la entrada de glucosa a las células por €l transporte activo secundario. Esto
concuerda con € hecho de que laincorporacion de glucosa al tejido epitelia (intestino),
y los productos de digestion de proteinas como resultado de su catabolismo son
absorbidos a nivel del duodeno y yeyuno gracias a transporte activo secundario,
dependiente en todos los casos del gradiente de iones sodio creado gracias a la accion
continuada de la enzima ATPasa Na'/K*, para que funcione la bomba Na'/K+* y a su vez
se produzca la salida del i6n calcio en el mecanismo de bombeo (Pallares, 1992; Azanza
y Del Moral, 1994; Lozano y col., 1997).

Lo antes mencionado puede sugerir € papel del ion calcio en estos procesos metabolicos
probablemente estimulado por accion de la Solucion CM-95 TM. Se ha demostrado que
laaccion del campo magnético tiene impacto sobre la membrana bioldgica y favorece la
rapidez de liberacion del i6n calcio (Azanza 'y Del Moral, 1994; Bardasano, 2000) o
también altera €l flujo de este ion en las células. También, Pessina (2001) report6 este
fendmeno para campos magnéticos pulsantes de frecuencia extremadamente baja. Se
conoce, que e calcio como mensgjero secundario es un mediador del metabolismo
celular y especificamente del transporte de iones, metabolismo de proteinas, transporte
de glucosa, division, proliferacion y reproduccion celular, entre otros efectos (Polk y
col., 1986; Azanzay col., 1994, Sciorsi, 2000).

3.1.2 Parametros bioquimicos y hematol 6gicos
Los parametros bioquimicos medidos en el suero sanguineo de ratones Balb/c para los
grupos experimentales GTM4, GSTM y GCN se muestran en latabla 3.1
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Esta tabla revela un incremento significativo de los iones sodio y calcio en el GTM4,
con respecto a GSTM y GCN (P < 0,05), sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos controles para estos iones. En el GTM4 se registré una
disminucion significativa en la concentracion del ion potasio, glucosay proteinas totales,
en comparacion con los del GSTM y GCN. En €l caso del ion potasio y de las proteinas

totales no se encontraron diferencias significativas entre estos grupos (P < 0,05).

Tabla 3.1 Vaores bioguimicos (Media+ S) en las variables analizadas de ratones Balb/c
tratados con CM-95 TM

Variables GTM4 GST™M GCN
Sodio (nmol/L) 1480 + 16a 1356 + 3.2b 139,3 + 25b
Potasio (nmol/L) 49 + 0,2b 54 + 03a 56 £+ 0,3a
Calcio (nmol/L) 41 + 02a 33 £ 01b 3,2+ 01b
Glucosa ( nmol/L) 62 +04c 75 + 04b 10,0 £ 0,2a
Proteinas T (g/l) 493 £ 6,9b 633 *57a 653 + 6,1a

L etras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

La concentracion de los iones sodio, potaseo y calcio reportados en el GTMA4, pudiera
estar relacionada con la activacion de la enzima ATPasa y los efectos del ion cacio
antes mencionado. Cohincidentemente Stange (2002) reporté un aumento del
movimiento de estos iones hacia el exterior de las células cuando se aplico un CME.
Presuponemos que la glucosa, se incorpord mas rdpido a las células por requerimientos
del metabolismo celular, y los aminoacidos podrian movilizarse para otras rutas
metabdlicas diferentes a la de las proteinas extracelulares, |0 que probablemente hizo
disminuir su concentracion en el suero sanguineo.

En latabla 3.2 se muestran los valores de los parametros hematol dgicos para los grupos
experimentales GTM4, GSTM y GCN. En estos valores no se registraron diferencias
significativas en e GTM4 en la concentracion de hemoglobina (Hb) y hematocritos
(Hto), con respecto a GSTM y GCN, ni entre estos dos grupos para estas variables. Se
observo parael GTM4, un incremento significativo en el nimero total de leucocitosy de
los linfocitos, en el conteo diferencial, en comparacion a los del GSTM y GCN

(P < 0,05), mientras que hubo una disminucion significativa (P < 0,05) de los
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polimorfonucleares (PMN) y monocitos en e grupo GTM4 con respecto a los controles.
No hubo diferencias significativas entre el GSTM y GCN.

Cuando los animales se trataron con CM-95 TM (GTM4), se observd un aumento
significativo del nimero total de leucocitos, 10 que puede estar relacionado con €l
aumento en el nimero de linfocitos obtenido en este grupo, mientras que la disminucién
de los monocitos puede ser debido a su transformacion a macréfagos, células que son
funcionalmente importantes para la respuesta inmune. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Bermothy (1963) y Bacttolectty (1981), quienes demostraron que el
campo magnético estatico puede modificar €l conteo de leucocitos sanguineos.

Tabla 3.2 Valores hematoldgicos (Media = S) en las variables andizadas de ratones
Balb/c tratados con CM-95 TM

Variables GTM4 GSTM GCN
Hb (g/100mL ) 11,0+ 15 114 + 1,0 115+ 18
Hto (%) 430 + 4,0 430 + 35 450 + 30
Leucocitos (10°cel/L) 91+ 04a 81 + 02b 80 = 0,3b
Monocitos (%) 17 + 04b 35 + 04a 36 +02a
Linfocitos (%) 860 + 14a 722 + 23b 712 £+ 18b
Polimorfonucleares (%) 124 +13b 246 +17a 248 + 12a

Letras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

A pesar de las variaciones inducidas por CM-95 TM en la hematologia sanguinea, los
valores de Hb y Hto fueron similares entre los grupos y se mantuvieron dentro de los
pardmetros normales para la especie, a igua, que en e resto de los parametros
analizados (IFFA CREDO, 1999).

Los bioefectos producidos por la Soluciéon CM-95 TM con respecto a la no tratada
magnéticamente, pudieran ser explicados por |os cambios de |as cargas el éctricas a nivel
de membrana celular, probablemente debido a cambios conformacionales y funcionales
reversibles en las células, resultado acorde a lo citado por Fernandez (1988). Estos
cambios son dependientes de la induccion magnética, gradiente y tiempo de exposicion
del CME, asi como del tipo de célula.

3.2 Respuesta nmune humoral.
3.2.1 Dinamica del titulo de anticuerpos por via |.P. en ratones Balb/c.
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En la figura 3.2 se muestran los resultados obtenidos en € titulo de anticuerpos para
diferentes tiempos durante el esquema de inmunizacion desarrollado en ratones Balb/c,
inoculados por via |.P con un antigeno somatico de la bacteria Bacillus cereus junto a
CM-95 TM en los grupos de tratamiento GTM 1, GTM2, GTM3 y GTM4, asi como, en
los controles GSTM, (CM-95 STM), GCP (antigeno en NaCl 0,9 %), GCP1 (hidréxido
dealuminio) y el GCP2 (AFC y AFI).

En la respuesta primaria a los 7 dias |os mayores titulos de anticuerpos se obtuvieron
para € GCP2 y GCP1, quienes presentaron diferencias significativas (P < 0,05) en
relacion con los grupos tratados GTM4, GTM2,GTM3 y GTM1, pero todos estos
grupos tuvieron diferencias significativas con respecto al resto delos controles (GSTM
y GCN) P< 0,05. También se observaron diferencias significativas de GTM4, GTM2 y
GTM3 con respecto aGTM1 (P< 0,05), y fue més acentuado parael GTM4.

En la respuesta secundaria todos los grupos aumentaron € titulo de anticuerpos y
mantuvieron un comportamiento ascendente en los dias 14, 21, 28 y 35. A partir del dia
28 los grupos GTM4 y GTM 1 mostraron titulos significativamente mayores (P < 0,05)
comparados con los de los grupos con adyuvantes convencionales (GCP2 y GCP) y con
los tratados (GTM2 y GTM3), pero todos estos grupos tuvieron diferencias
significativas en relacion con GSTM y GCN

A los 35 dias del esquema de inmunizacion se registraron los mayores valores de titulos
de anticuerpos en casi todos los grupos, 1o que se evidencié mas para e GTM4, luego
para € GTM3 y por ultimo para e GTM2. Estos tres grupos tratados mostraron
diferencias significativas con respecto a GTM 1 y todos ellos en relacion con los grupos
controles (P< 0,05).

A los 42 dias todos los grupos disminuyeron su titulo de anticuerpos pero el GTM4
exhibi6 los mayores valores de titulos con respecto a GTM3, GTM2 y GTM1, siendo
estas diferencias significativas (P < 0,05). Todos los grupos tratados mostraron un
aumento significativo (P < 0,05) de sus valores respecto a los de los controles. De los
grupos controles, e GCP2 mostré diferencias significativas con € resto (P < 0,05).

Al concluir e esguema de inmunizacién (a los 51 dias) los grupos GTM2, GTMA4,

GTM3 y GTM1 tuvieron significativamente los titulos méas elevados de anticuerpos,
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con respecto a los de los grupos controles. Entre los controles, slo en GCP2 y GCP1
(adyuvantes convencionaes) las diferencias fueron significativas con respecto a los
otros controles (GSTM y GCP). Entre estos dos ultimos grupos no hubo diferencias

significativas durante todo el esquema de inmunizacion.
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Figura 3.2 Dinamica en el titulo de anticuerpos en ratones Balb/c inoculados
por via I.P en un Esquema de Inmunizacién con CM-95 TM como adyuvante
inmunoldégico.

3.2.2 Dindmica del titulo de anticuerpos por via S.C. en ratones Balb/c.

L os resultados obtenidos en la dinamica del titulo de anticuerpos durante el esquema de
inmunizacion por via S.C. en ratones Balb/c, se muestran en lafigura 3.3 con antigenos
de la bacteria Pseudomonas aeruginosa inoculados junto a CM-95 TM. Los grupos
experimental es fueron los mismos que parael esquemall.P.

A los 7 dias el GCP1 presento los valores mas elevados en € titulo de anticuerpos, con

diferencias significativas del resto, luego se situaron e GTM1 y GCP2 y tuvieron
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valores similares y los grupos GTM4 y GTM2, todos ellos se diferenciaron
significativamente de los controles GCP y GSTM (P < 0,05).

En la respuesta secundaria, a partir de los 14 dias hubo un aumento en € titulo de
anticuerpos para todos los grupos. Se situd por encima el control GCP2 (adyuvante de
Freund), con diferencias significativas con e resto, luego e GTM2 con valores
superiores a los demaés tratados (GTM3, GTM1 y GTM4). Todos estos grupos

presentaron diferencias significativas con los controles GCPy GSTM (P < 0,05).
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Figura 3.3 Dinamica en el titulo de anticuerpos en ratones Balb/c inoculados
por via S.C. en un Esquema de Inmunizacion con CM-95 TM como adyuvante
inmunolégico.

Delamismaforma, alos 21 dias, d GCP2 mantuvo los mayores titulos de anticuerpos,
pero cercanos a este se situaron, los de GTM3 y GTM4, que mostraron diferencias
significativas (P < 0,05) con respecto a GTM2, GTM1y GCP1 y, a su vez, todos estos
grupos con GCP y GSTM. El dia 35 fue @ tiempo donde se registraron |os mayores
titulos de anticuerpos, y fueron mayores para los grupos tratados al compararlos con los
controles con adyuvantes convencionales (GCP1 y GCP2), mientras que GTM1

mantuvo valores por debago de todos ellos. Las diferencias significativas (P < 0,05)
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entre los grupos GTM4, GTM3, GTM2 y GCP2 en relacion con GTM1 y al resto de los
controles (GCP1, GCPy GSTM).

A los 42 dias todos los grupos disminuyeron sus titulos de anticuerpos con un
comportamiento similar entre ellos. A los 51 dias los mejores titulos de anticuerpos se
registraron en GTM3 y GTM4 comparados con GTM2, GCP2, GTM1, GCP1, GCP y
GSTM. Las diferencias significativas (P < 0,05) fueron de GTM4 y GTM3 en relacién
con €l resto de los grupos y de GCP2 y GCPL1 con respecto a GCP y GSTM.

3.2.3 Dindmica dél titulo de anticuerpos por via |.V. en ratones Balb/c

La figura 3.4 muestra la dinamica en la produccién de anticuerpos (titulos) para €
antigeno somatico de la bacteria Bacillus cereus, inoculado junto a CM-95 TM por via
[.V. en ratones Balb/c, en seis grupos experimentales. GTM1, GTM2, GTM3y GTM4
(con CM-95 TM) vy los controles GCP (antigeno en NaCl 0,9 %) y GSTM (CM-95
STM).

A los 3 dias de haberse iniciado el esquema de inmunizacion, los grupos GTM4, GTM2
y GTM3 exhibieron valores en €l titulo de anticuerpos significativamente superiores en
comparacion con € resto de los grupos (P < 0,05). Solo el GTM1 presentd valores
similares alos controles, sin diferencias estadisticas con ellos. A los 8 dias, cuando ya
se habian realizado tres inoculaciones, e GTM1 elevo su titulo de anticuerpos y
presento valores significativamente superiores a resto de los grupos. Los grupos GTM3
y GTM4 mostraron diferencias significativas (P < 0,05) con el GTM2 y todos €llos con
respecto alos controles (GSTM y GCN).

A los 13 dias fue el mejor tiempo donde todos los grupos incrementaron sus titulos de
anticuerpos, y fue mas significativo para e GTM4 y luego para e GTM3 GTM1 y
GTM2. Las diferencias fueron entre el GTM4 y € resto de los grupos 'y del GTM3 en
relacion con el GTM1, y GTM2. EL GTM2 fue € Unico que no las tuvo con respecto a
los controles.

Al finalizar el esqguema de inmunizacion todos los grupos disminuyeron € titulo de
anticuerpos (17 dias), excepto e GTM2 quien lo aumentd, pero de todos, e GTM4
concluyd con los mayores titulos e anticuerpos, luego se situaron e GTM3, GTM2 y
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GTM1, las diferencias significativas fueron entre el GTM4 en relacién con |os grupos
GTM3, GTM2,y GTM1y todos con los controles GCPy GSTM (P < 0,05).
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Figura 3.4 Dinamica en el titulo de anticuerpos en ratones Balb/c inoculados
por via I.V.en un Esquema de inmunizacién con CM-95 TM como adyuvante
inmunoldégico.

3.2.4 Dinamica del titulo de anticuerpos por via |.V. en Conejos NZB.

En lafigura 3.5 se exponen los resultados en la dinamica del titulo de anticuerpos, para
cada grupo experimental (GTM4, GSTM y CCP) en € esquema de inmunizacion de
35 diasde duracion, a utilizar €l antigeno somético de la bacteria Bacillus cereus.

El titulo de anticuerpos se evalud alos 7; 14; 21; 18 y 35 dias durante € esquema de
inmunizacion y se obtuvo que e GTM4, en todos los tiempos, mostré los mejores
titulos junto con los de GSTM y GCP; sin embargo, alos 7 y 14 dias no se observaron
diferencias significativas entre GTM4 y GCP (P > 0,05).
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Figura 3.5 Dinamica en el titulo de anticuerpos en conejos Nueva Zelandia
Blancos inoculados por via L.V. en un Esquema de Inmunizacién con CM-95
TM como adyuvante inmunoldgico.

En la respuesta humoral, la dindmica en € titulo de anticuerpos obtenida al desarrollar
los esquemas de inmunizacion por las vias |.P, S.C. e I.V. en ratones Balb/c como en
congos NZB por via .V, mostraron resultados satisfactorios para todos los grupos
donde se utiliz6 CM-95 TM en las diferentes condiciones de tratamiento magnético
aplicadas (GTM1, GTM2, GTM3, GTM4).

Detodos ellos el GTM1 fue € que demostré tener menos efecto sobre la produccion de
anticuerpos (al ser inoculados los antigenos bacterianos), 10 que pudo estar relacionado
con la dosis mas bgja de induccién magnética aplicada a CM-95 dentro del rango
escogido.

L a respuesta secundaria como era de esperar, reforzo los mecanismos fisiol 6gicos de la
reactividad inmunolégica, con € consiguiente aumento de los anticuerpos circulantes
(Roitt, 1998; Klein y col., 1997, Abbas y col., 2000), demostrado en todos los
esguemas de inmunizacion desarrollados. Los grupos de tratamiento con CM-95 TM
elevaron su titulo de anticuerpos a valores muy cercanos a los grupos donde se
utilizaron adyuvantes convencionales (Adyuvante de Freund e hidroxido de aluminio),
durante los primeros tiempos de la respuesta secundaria (via I.P. y S.C.), pero luego
superaron estos grupos hasta €l final de lo esquemas de inmunizacién (figuras 3.2 y
3.3).
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En las figuras 3.4 y 3.5 se muestran los esquemas de inmunizacién por via |.V. para
ratones y conejos, respectivamente. Estas figuras revelan que el comportamiento de los
titulos de anticuerpos también fue significativamente superior para los grupos tratados.
Los grupos controles donde se inocul6 CM-95 STM o NaCl 0,9 % junto a antigeno,
registraron 1os menores titulos de anticuerpos en todos los esgquemas empleadas. Gupta
(1996) resalto las ventgjas en € uso de adyuvantes inmunol 0gicos para €l desarrollo de
una temprana, larga y duradera inmunidad, lograda fundamentalmente después de la
respuesta primaria, 10 que puede explicar los resultados obtenidos para los distintos
grupos experimentales. Los resultados obtenidos € dia 35 en los esquemas
desarrollados por lasvias |.P. y S.C. y € dia 13 para el esquemal.V., con |os mayores
valores en € titulo de anticuerpos en los grupos de tratamiento (CM-95 TM), dan la
posibilidad de un acortamiento en dichos esgquemas a estos tiempos, de esta forma se

ahorrariatiempo y se podria alcanzar una mayor €eficaciay ahorro econémico.

3.2.5 Titulo de anticuer pos en sueros policlonales anti-Bacillus.

En lafigura 3.6 se muestran los resultados obtenidos con € uso de la Solucion CM-95
TM como adyuvante inmunoldgico (GTM4), en la obtencién de seis sueros policlonales
paralas bacterias del género Bacillus: (G1) anti-Bacillus sp), (G2) anti Bacillus subtilis,
(G3) anti Bacillus thuringiensis, (G4) anti-Bacillus cereus, (G5) anti-Bacillus pumilis,

(G6) anti- Bacillus megaterium.
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Figura 3.6 Titulos de anticuerpos (Media * S) en sueros anti- Bacillus en
Conejos Nueva Zelandia Blancos con CM-95TM como Adyuvante
Inmundlogico.Letras diferentes denotan diferencias significativas * P<0,05
(Duncan).
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El titulo de anticuerpos obtenido a finalizar estos esquemas de inmunizacion fue
superior parael G1y similar entre los grupos G3 y G4 pero todos ellos con diferencias
significativas en relacion con los grupos G2, G6 y G5 (P < 0,05). Se demostré que la
Soluciéon CM-95 TM puede ser utilizada como adyuvante inmunoldgico por via
endovenosa, asi 1o expresan los resultados obtenidos en € titulo de anticuerpos que
registraron los sueros anti-Bacillus, resultados reproducibles con € titulo registrado en
el esguema desarrollado en congjos para € antigeno somético de la bacteria Bacillus
cereus. Contradictoriamente los adyuvantes inmunol 6gicos mas €ficaces, cominmente
utilizados (hidréxido de aluminio y Adyuvante de Freund), producen obstruccion en las
venas, quienes en sus mecanismos de accion tienen efecto de depdsito, y provocan la
formacion de granulomas en € sitio de lainyeccion (Glenin, 1981; Gupta, 1996). Se ha
demostrado que la Solucion CM-95 TM a ser una sustancia soluble, no origina
granulomas, lo que sugiere otro mecanismo de accion en su proceso de estimulacion

inmunol 6gica.

3.2.6 Isotipos de anticuer pos.

La clase y subclases de anticuerpos registrados a concluir el esquema de inmunizacion
por via |.P. en ratones Bab/c, inoculados con e antigeno somatico de la bacteria
Bacillus cereus para e GTM4 (CM-95 TM), GSTM (CM- 95 STM), GCP (antigeno),
GCP1 (hidroxido de auminio) y GCP2 (Adyuvante de Freund), se muestran en la
figura 3.7 como se observa, e GTM4 fue, de todos los grupos, e que mayor
concentracion de anticuerpos de la clase 1gG registrd, luego se situaron los grupos
GCP2 y GCP1 (adyuvantes convencionales) y por ultimo e GSTM y GCP. El GTM4
presentd diferencias significativas en relacion con el resto y el GCP2 también con
todos los que se situaron por debagjo de e (GSTM, CCP, CCP1), mientras que, el GCP1
solo las presentd con respecto alos controles GCPy GSTM vy este Ultimo con el GCP
(P < 0,05).

En € suero de los ratones Balb/c también se registrd la presencia de las subclases de
anticuerpos 1gG1 e 1gG2a. Para la IgG1, € GTM4 se situd por encima de todos los
grupos, mientras que para la 1gG2a tuvo un comportamiento similar a GCP2

(Adyuvante de Freund), ambos con valores superiores a resto de los grupos, hubo
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diferencias significativas con respeto a €llos, asi como, entre e GCP y los controles
GSTM y GCP1 (P < 0,05).Solo € GSTM para la subclase 1gG1 present6 diferencias
significativas (P< 0,05) con el GCP1.

La eficacia de un adyuvante inmunoldgico esta siendo juzgada por el isotipo de
anticuerpo que induce en su respuesta. Los anticuerpos murinos de la clase IgG vy las
subclases 1gG1l e IgG2a entre otras, esclarecen en parte € patrén de respuesta
preferencial que puede inducir una sustancia inmunoestimulante (Graeme y col., 1990;
Klein y col., 1997; Abbas y col., 2000, Casalinuovo y col., 2000). La literatura ha
reportado que las esferas biodegradables asi como e Adyuvante de Freund tienen un
patrén de respuesta Th1/Th2 al registrase lainduccién de las subclases 1gG1 e IgG2a en
ratones Balb/c (Men y col., 1995), resultados similares se obtuvieron en este trabgo
para CM-95 TM.

La Solucién CM-95 TM como adyuvante inmunoldgico o inmunopotenciador cumple
con uno de los requisitos para la seleccion de estas sustancias, a estimular la respuesta
inmune humoral con la produccién de anticuerpos de la clase 1gG, los que pueden ser
de ata afinidad y participar en la defensa del organismo de forma efectiva (subclase
1gG2a), propios de una respuesta secundaria, donde ya existe una memoria
inmunol 6gica. Como se ha demostrado, la Solucién en estudio tiene un comportamiento
similar o superior a los adyuvantes convencionales evaluados, en la estimulacion de
anticuerpos de la clase 1gG. Tum (1988); Klein y col. (1997), Abbas y col. (2000)
reportaron la importancia de los adyuvante inmunoldgicos en la modulacion de la
respuesta de anticuerpos.

Por estos resultados se infiere que CM-5 TM tiene una accion evidente sobre linfocitos
B, a inducir su diferenciacion parala produccion de |os anticuerpos antibacterianos, con
laintervencion de otras células, como los linfocitos CD4* cooperadores, restringidos por
moléculas MHC clase 1, las que debieron reconocer los fragmentos peptidico en células
presentadoras de antigenos (CPA) (macréfagos o linfocitos B entre otras) y la
participacion de citocinas como mediadores solubles en los procesos de activacion y
diferenciacion celular.

Por otro lado, la presencia de anticuerpos de la subclase 1gG1, demostré la posibilidad
que tiene la Solucion CM-95 TM de inducir una respuesta humoral mediada por
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linfocitos TCD4" Th2. Mientras tanto, la presencia de la subclase 1gG2a también en
ratones, indica la intervencién de los linfocitos T CD4" Thil, que por la liberacion del
INFy, pudieron inducir al swictching de clase en las cadenas pesadas para producir este
isotipo de anticuerpo, o estimular la expresion de moléculas MHC clase Il en
macréfagos y amplificar la presentacion de los antigenos, como sefialan diferentes
autores al describir los mecanismos de lainmunidad humoral (Kleiny col., 1997; Abbas
y col., 2000).
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045 1 b GTM4CM-95TM (0,12T)
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GCP2 (Adyuvante de Freund)
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Figura 3.7 Isotipos de Anticuerpos (Media = S) en ratones Balb/c inoculados por
via I.P. en un Esquema de inmunizacion con CM-95 TM como Adyuvante
Inmunologico. Letras diferentes denotan diferencias significativas * P < 0,05.
(Duncan).

3. 3 Respuesta |nmune mediada por células.
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3.3.1 indice de Estimulacion en CMNPs humanas cultivadasin vitro

Los vaores en @ indice de estimulacion (IA) obtenido en las células mononucleares
periféricas humanas (CMNPs) cultivadas in vitro con PHA 1:100 en los grupos GTM4
(CM-95 TM); GSTM (CM-95 STM) o GC (con PHA), se muestran en lafigura 3.8.

GTM 4 CM-95TM
0,12T)

OGSTM CM-95 STM

- = 0 GC Células sin

Grupos c tratamiento

Experimentales
-

0 20 40 60 80 100 120 140
Indice de Estimulacion
Figura 3.8 Indice de Estimulacion (Media + S) en CMNPs humanas cultivadas In

vitro con CM-95 TM y PHA por incorporacién de Timidina ®H. Letras diferentes
denotan diferencias significativas * P< 0,05 (Duncan).

En este experimento los mejores valores en el |A se obtuvieron para el grupo GTM4, €
que presento diferencias significativas en relacion con ambos controles (P< 0,05). Se
registraron estas diferencias entre los controles, con los valores més bajos para €l
GSTM. Se conoce que la PHA es una lectina que a concentraciones éptimas tiene
accion mitogénica sobre los leucocitos y especificamente sobre los linfocitos T (Klein
y col., 1997), por lo que, con este ensayo se pudo verificar que la Soluciéon CM-95 TM
pudo potenciar la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica humanas,
las que tienen gran importancia en la inmunidad. Mevissen y col. (1998) reportaron la
accién mitogénica de campos magnéticos de 50 Hz y 0,0001 T sobre linfocitos T

cultivados in vitro con concavalina A.

3.3.2 Conteo de macr6fagos por exudado peritoneal.
Los resultados en € conteo de macréfagos peritoneales, a fina del esguema de
inmunizacion en ratone Balb/c inoculados por vial.P., con la Solucién CM-95 TM junto

a antigeno somético de la bacteria Bacillus cereus, se exponen en lafigura3.9y en las
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figuras 3.10 y 3.11, cuando se inocul6 CM-95 TM sin antigeno utilizando la via |.P. en
un esquemade 5 dias y tres inoculaciones y otro de dos inocul aciones respectivamente.
La figura 3.9 registra en todos los grupos tratados (GTM1,GTM2, GTM3 y GTM4),
valores superiores en e conteo de macrofagos peritoneales a resto de los grupos,
incluidos los que utilizaron adyuvantes convencionales GCP1 (hidréxido de aluminio) y
GCP2 (Adyuvante de Freund),con diferencias significativas con ellos (P<0,05). El
GTM4 fue e de mejores resultados y tuvo diferencias significativas en relacion con
todos los grupos. Las diferencias significativas entre los controles fueron del GSTM,
GCN y GCP2 con el GCN y del GCPL1 con € resto de los controles (P < 0,05).

106 Célgas / Raton EIGTM1 CM-95( 0,012T)
10 . a OGTM2 CM-95 (0,05 T)
a MGTM3 CM-95 (0,08 T)
T T b EGTM4 CM-95( 0,12T)
c c O GSTM CM-95 STM

O GCP Antigeno

[IGCP1 Hidroxido de
Aluminio"
E1GCP2 Adyuvante de Freund

[OGCN Animales sin inocular

O P N W M U1 O N 0 O
T T R T S R S N

Grupos Experimentales
Figura 3.9 Conteo de macréfagos peritoneales en ratones Balb/c inoculados por
via I.LP.en un Esquema de inmunizacién con CM-95 TM como Adyuvante
Inmunoldgico. Letras diferentes denotan diferencias significativas * P< 0,05
(Duncan).

Cuando se inocul6 CM-95 TM sin antigeno, en & esgquema de 5 dias (3 inocul aciones),
(figura 3.10), también se obtuvo buena respuesta en e conteo de macrofagos
peritoneales para e grupo de tratamiento GTM4 en relacion con los grupos controles
GSTM y GCN. El GCP (BCG) se situé muy cerca del GTM4, siendo € que mayores
resultados reporto, las diferencias significativas fueron de estos grupos con los

controles GSTM y GCN (P < 0,05), pero no entre ellos.



Capitulo 3: Resultadosy Discusion

66
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Figura 3.10 Conteo de macrofagos peritoneales (Media + S) en ratones
Balb/c inoculados por via I.P.con CM-95 TM en un esquema de 5 dias . Letras
diferentes denotan diferencias significativas * P<0,05 (Duncan).

En e esguema de dos inoculaciones, € grupo de tratamiento GTM4 fue

significativamente superior que e GSTM y GCN, pero también € GSTM present6

diferencias significativas con respecto a GCN (P < 0,05), resultados mostrados en la

figura3.1.1.
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Figura 3.11 Conteo de macro6faos peritoneales (Media + S) en ratones Balb/c

inoculados con CM-95 TM con dos dosis a los 150 minutos de la segunda
inoculacion. Letras diferentes denotan diferencias significativas * P < 0,05

(Duncan).

AUn cuando para ambos esquemas de inocul aciones se obtuvo buena respuesta para €

grupo GTM4, la accion de CM-95TM logré aumentar en mayor medida el nimero de

macrofagos peritoneales cuando fue inoculada en dos dosis. Se pudo demostrar que la

Solucion CM-95TM tuvo accion especifica e inespecifica sobre los fagocitos
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peritoneales, los que aumentaron en nimero al diferenciarse los monocitos sanguineos
o0 estimular a los macrofagos residentes en la serosa de la cavidad peritoneal, y
movilizarse a peritoneo bago la estimulacion recibida (Kraasnow, 1991; Klein y
col.,1997, Abbas y col., 2000). Podria defenderse la hipdtesis de que CM-95 TM en las
condiciones ensayadas actla como un agente gquimiotactico o propicia esta accion. La
literatura sefidla que una de las funciones de los adyuvantes inmunol 6gicos es aumentar
el reclutamiento de fagocitos mononucleares en los sitios de inmunizacion (Abbas y
col., 2000).

3.3.3 Actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal.

En las figuras 3.12 y 3.13 se exponen los resultados sobre la actividad de la enzima
fosfatasa acida lisosomal, en los macréfagos obtenidos de la cavidad peritonea de
ratones Balb/c, previamente inoculados con CM-95 TM en esquemas de inocul aciones
de tres y dos inoculaciones, respectivamente. El grupo que recibié CM-95 TM (GTM4)
y e control con BCG (GCP) representados en lafigura 3.12, presentaron valores mucho
mas elevados que los grupos que recibieron CM-95 STM (GSTM) o los animales sin
inocular (GCN). Las diferencias significativas fueron entre los del GTM4 y del GCP
con respecto alos controles GSTM y GCN (P< 0,05).

Actividad GTM4CM -95TM (0,12 T)

fosfata acida 60 1
_ a GCP (BCG)
lisoso : mal (hmol . 50 4 a GSTM CM - 95 STM
paranitrofenol/10°macr GCN (Animales sin inocular)
6fagos en 60 minutos)

40

b b

30 - - =

20 +

10 4

0 T
GTM4 GST™M GCN

Figura 3.12 Actividad de la enzima lisosomal fosfatasa acida (Media + S)
en macréfagos perioneales de ratones Balb/c inoculados con CM-95 TM.
Letras diferentes denotan diferencias significativas * P<0.05 ( Duncan ).
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La figura 3.13 destaca que la actividad de la enzima fosfatasa &cida lisosomal en el
GTM4 fue superior ala obtenida para el esquema de tres inoculaciones, se mantuvieron
las diferencias significativas con respecto a los grupos GSTM y GCN y entre los
controles (P < 0,05).

Actividad Fosfatasa 70 - GTMA CM - 95 TM (012 T
acida lisosomal a - (0,127)

. GSTM CM - 95 STM
60 -
fnmsol para:lltrofenol GCN (Animales sin inocular)
10" macrofagos en

60 minutos).

Ho

GTM4 GSTM GCN

Figura 3.13 Actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal (Media £ S) en
ratones Balb/c inoculados con dos dosis de CM-95 TM a los 150 minutos de la
segunda inoculacion. Letras diferentes denotan diferencias significativas
*P<0,05 (Duncan).

Estos resultados sugieren la activacion del sistema complemento como parte del
mecanismo de accion de CM-95 TM. Se ha demostrado que la enzima fosfatasa acida
lisosomal actla sobre ésteres de compuestos con grupos fosfatos en su estructura, y ha
sido referida la participacion de la via aternativa del complemento (C3b) en su
activacion (Jarmilay col., 1993). Ademas, ofrece la posibilidad de activar una enzima
que en conjunto con €l resto de las lisosomales en los macrofagos, propicia el segundo
mecanismo fagocitico fundamental independiente del oxigeno como parte de los

mecani smos inespecificos de la defensa del organismo (Famboaim, 1996).

3.3.4 Fagocitosis.

La tabla 3.3 resume los valores medios en € indice fagocitico y por ciento de
fagocitosis, obtenido por via I.P. en ratones Balb/c para los grupos experimentales
GTM4, GSTM y GCN.

El GTM4 donde se utilizd6 CM-95 TM indujo actividad fagocitica, reflggado en un
mayor indice fagocitico y por ciento de fagocitosis (tabla 3.3), con diferencias

significativas con respecto a los controles (P < 0,05). Sin embargo, e grupo donde se
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utiliz6 CM-95 STM mostré un comportamiento muy similar a grupo GCN. Estos
resultados evidencian, en general, la superioridad en la actividad de los fagocitos
extraidos de los animales que fueron tratados con la Solucion CM-95 TM. Estos
resultados se corresponden con €l comportamiento observado en la actividad de la
fosfatasa acida lisosomal, cuando se evalud con este esquema de inoculaciones (figura
3.13), en funcién de una eliminacion mas rapida del agente extrafio, microorganismos
en nuestro caso, o bien la posible eliminacion de células tumorales (Jarmila, 1993; Klein
y col.,1997, Abbasy cal., 2000).

Tabla 3.3Fagocitosis en macréfagos peritoneal es de ratones Balb/c inocul ados
por vial.P. con la Solucion CM-95 TM. (Media+ S).

Grupos % de Fagocitosis Indice fagocitico
GTM4 752 + 37 a 164 + 0,07 a
GSTM 51,8 £ 29 b 0,55 + 0,08 b
GCN 480 + 20 b 0,48 + 0,09b

Letras diferentes denotan diferencias significativas* P < 0,05 (Duncan).

3.3.5. Hipersensibilidad retardada.

En la tabla 3.4 se exponen los valores promedios del edema producido y € porcentaje
de incremento obtenido en € cojinete de la pata de ratones Balb/c, retados con BSA 4
1% alas 24; 48; y 72 horas para diferentes grupos experimental es.

Tabla 3.4 Reaccion de HRT (Media £ S) por accion de CM-95 TM con BSA 1 % en
ratones Balb/c.

Grupos 24 Horas 48 Horas 72 Horas
N =10 Grosor % Grosor % Grosor %
- (mms) (incremento) (mms) (incremento) (mms) (incremento)
CM-95
TM-BSA 0,050 £ 0,008 a 41,4 0,047 £0,007 a 38,5 0,036 + 0,004 a 30,0
CM-95TM 0,020+ 0,004 b 16,4 0,018+ 0,002 b 14,0 0,015+ 0,003 b 12.3
CM-95
STM -BSA 0,023+ 0,003 b 181 0,019+ 0,005b 15,6 0,016+ 0,003 b 131
CM-95
STM 0,022+ 0,004b 18,0 0,020+ 0,003b 16.3 0,017+ 0,002b 139
NaCl -BSA 0,020 + 0,005 b 16,3 0,019+ 0,003b 15.6 0,016 + 0,003b 13,4
NaCl 0,002+ 0,005b 16,4 0,019+ 0,002b 15.6 0,017+ 0,002b 12,2

Letras diferentes denotan diferencias significativas*® (P < 0,05) obtenidas por Duncan.
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En & grupo donde se inoculé la Solucion CM-95 TM junto a antigeno (CM-95 TM -
BSA) se obtuvieron resultados significativamente superiores (P < 0,05) en ambos
parametros; en relacion con € | resto de los grupos, donde se inocul6 CM-95 TM sin
antigeno, sin tratamiento magnético junto a antigeno o sin €, € antigeno BSA en
NaCl 0,9 % o & NaCl 0,9 %. Entre estos grupos no se detectaron diferencias de
significacién estadistica. Se observo que e grosor del edema formado en el cojinete de
la pata izquierda de los ratones, dentro de un mismo grupo vario con e tiempo, fue
mayor alas 24 horas, pero se mantuvo hastalas 72 horas.

Estos resultados sugieren que la Solucion CM-95 TM induce una respuesta inflamatoria
local ala BSA, manifestandose la HRT por activacion de linfocitos T (CD4" Thl),
cruciales también para la respuesta del organismo frente a numerosas enfermedades
infecciosas cuando se trata de microorganismos intracelulares.(Thomas y col., 1998;
Smith, 1996; Abbas y col., 2000; Lee y col., 2001).Esta activacion es atribuida a la
presencia de las citocinas como el INFy y e TNFa., quienes son potentes activadores de

los macréfagos (Abbas y col., 200).

3.3.6 Produccion de citocinas

La figura 3.14 muestra la secrecion de citocinas como INFy, en sobrenadantes de
linfocitos obtenidos de ratones Balb/c, inoculados por via I.P. para los grupos GTM4,
GSTM y GCN. Como se observa e GTM4 (CM-95 TM) duplicé la concentracién de
INFy alas 7 y 72 horas de haberse concluido el esquema de inoculacionesy latriplico a
las 24 horas en relacion con los grupos GSTM y GCN, resultados que fueron
demostrados estadisticamente a presentar el GTM4 diferencias significativas con
respecto a resto de los grupos en los tres tiempos evaluados, también e grupo GSTM
mostré diferencias significativas en relacion con e GCN (P< 0.05). CM-95 T™M
(GTM4) no estimul 6 la secrecion de IL-5 en las condiciones ensayadas, a igua que €
resto de los grupos experimentales (GSTM y GCN).

Este comportamiento podria explicarse, por la accion supresora que egjerce € INFy
sobre las reacciones ricas en Th2 y especificamente sobre 1os clones productores de

IL-5, lo que concuerda con Abbas y col. (2000).
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Estos resultados demuestran que los linfocitos T pueden ser estimulados con CM-95
TM, lo que indicaria que su composicion iénica favorece este efecto, ademas de la
influencia del campo magnético aplicado. Es conocido que los receptores de linfocitos
T pueden ser estimulados por sustancias de variada naturaleza, como enzimas
proteoliticas, citoquinas, productos de sintesis quimica, e incluso iones, entre otras
sustancias (Galile y col, 1994; Miku, 1994; Kleiny col., 1997), asi como por la accién
del campo magnético (Bardasano, 2000).
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Figura 3.14 Produccion de INF gamma (Media +S) en sobrenadantes de
linfocios T de ratones Balb/c inoculados por via I.P.con CM-95 TM
Letras diferentes denotan diferencias signifiativas * P< 0,05 (Duncan).

Por otro lado, es evidente que la induccion del INFy, podria ser la via més importante
para que CM-95 TM estimule la respuesta inmune mediada por células, y favorezca el
patrén de respuesta preferencial Thl, con la participacion de linfocitos T (cooperadores
CD4%). Esto podria argumentar los efectos ya discutidos sobre la activacion de
macréfagos peritoneales, la HRT y la obtencion de isotipos de anticuerpos 1gG2a en
ratones Balb/c, por la funcién que tiene esta citoquina en estos procesos. (Abbasy cal.,
2000).

3.4. Toxicidad e |l nmunotoxicidad
3.4.1 Sgnos clinicos
Las ratas SPD sometidas al tratamiento con la Solucion CM-95TM, en tres niveles de

induccion magneética (Nivel |, 11 y I11), con inoculaciones diarias durante 7 y 28 dias por
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via I.P., presentaron un comportamiento normal en la evaluacion diaria, manteniendo
buena vitalidad, no se observaron signos clinicos de intoxicacion, vomitos diarreas, pilo
ereccion, cambios en la frecuencia respiratoria, ataxia, y no hubo muertes, por 1o que,
desde € punto de vista clinico € producto fue bien tolerado. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos en las ratas normales, donde no se hizo ninguna inoculacion
(GCN), o en € grupo control GSTM (CM-95 STM); a su vez hubo buena tolerancia
local y no se observaron ateraciones en el sitio de inoculacién como si sucede con otros

inmunopotenciadores (Graeme, 1990).

3.4.2 Peso delos animales

El peso de los animales obtenido durante |os experimentos alos 7 y 28 dias para machos
y hembras respectivamente, se exponen en la figura 3.15 para los tres niveles de
induccion magnética y los grupos controles GSTM y GCN.
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FIGURA 3.15 Ganacia del peso de los animales durante los experimentos
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Los machos, alos 7 dias, incrementaron su peso de forma ligera en todos |os grupos que
recibieron CM-95 TM (Niveles|; I1; I11), asi como también en el GSTM en relacién con
el control GCN, sin diferencias de significacion estadistica. A los 28 dias |os mayores
pesos se registraron para €l Nivel I11'y e GCN. Hubo diferencias significativas de estos
grupos con respecto alos Niveles1 y Il y a GSTM (P< 0,05).

En € caso de las hembras, a los 7 dias, € peso registrado para los diferentes grupos
experimentales fue similar. A los 28 dias los Niveles 1, I1 y el GCN exhibieron un peso
ligeramente superior. Se registraron diferencias significativas entre el Nivel 11 y el GCN
con € Nivel Il y el GSTM (P < 0,05). Entre sexos, los machos tuvieron valores
superiores a las hembras, y las diferencias fueron significativas con ellas en ambos
tiempos. El incremento de peso de los animales durante los experimentos, estuvieron

acordes con laedad y sexo registrados para las ratas SPD.

3.4.3 Peso relativo del timo

En a tabla 3.5 se muestran los resultados del peso relativo del timo para los machos y
hembras alos 7 y 28 dias de tratamiento, en los grupos experimentales. En los machos a
estos tiempos se obtuvieron valores similares en los Niveles I, 11 y 111, pero alos 7 dias
éstos dos ultimos niveles tuvieron resultados algo superiores al resto, y alos 28 dias este
comportamiento o tuvo el Nivel 1. No s presentaron diferencias significativas entre los
grupos.

Las hembras tuvieron un comportamiento similar a los 7 dias, no se registraron
diferencias significativas entre los grupos. A los 28 dias los tres niveles de tratamiento
magneético presentaron diferencias significativas con el GCN (P < 0,05). Entre sexos no
hubo diferencias significativas a los 7 dias pero si a los 28 dias, cuando las hembras

registraron valores superiores que los machos (P < 0,05).
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Tabla 3.5 Peso relativo del timo (Media + S) en ratas Sprague-Dawley inoculadas con
dosisrepetidade CM-95 tratada magnéticamente.

Variantes 7 Dias 28 Dias
Machos = S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 0.0023+£0,0002 0,0024 + 0.0004  0,0014 + 0,0004 0,0023 + 0,0002 a
NIVEL 1l 0,0027 £0,0004  0,0026 + 0,0002 0,0016 +0,0002  0,0025 + 0,0002 a
NIVELIII 0,0025 + 0,0001 0,0023 £ 0,0002 0,0014 +0,0002  0,0023 £ 0,0003 a
GSTM 0,0026 + 0,0003 0,0023+0,0001 0,0013 +0,0002  0,0021 + 0,0005 ab
GCN 0,0023+ 0,0002 0,0023+0,0003 0,0014 + 0,0001 0,0018 +0,0002 b

L etras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

3.4.4 Peso relativo del bazo

Los valores en e peso relativo del bazo para los grupos experimentales, en machos y
hembras alos 7 y 28 dias de tratamiento, se muestran en latabla 3.6. A los 7 dias en los
machos, e Nivel 1l fue algo superior a resto de los grupos pero no se presentaron
diferencias estadisticas entre ellos, a igual que alos 28 dias.

L as hembras reportaron los mayores valores alos 7 dias en los Niveles 11 y 111, € Nivel |
se situé muy cerca de los controles. No se presentaron diferencias estadisticas entre los
grupos; solo las hembras a los 28 dias mostraron diferencias significativas en los Niveles
[1'y Il con respecto al GCN, asi como entre sexos alos 28 dias (P < 0,05), se observaron

en las hembras val ores superiores en relacion con |os machos.

Tabla 3.6 Peso relativo del bazo (Media £ S) en ratas Sprague-Dawley inoculadas con
dosis repetida de CM-95 tratada magnéticamente.

Variantes 7 Dias 28 Dias
n=10 Machos + S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 0.0023 + 0,0003  0,0021 + 0,0002 0,0017 + 0,0001 0,0023 + 0,0003 ab
NIVEL 11 0,0024 + 0,0001 0,0024 + 0,0001 0,0018 + 0,0001 0,0025 +0,0003 a
NIVELIII 0,0023+0,0001 0,0023+0,0001 0,0017+0,0002 0,0024 +0,0002 a
GSTM 0,0023 + 0,0003 0,0021 + 0,0002 0,0019 + 0,0001 0,0022 +0,0002 ab
GCN 0,0022+0,0003 0,0022+0,0001 0,0018+0,0001 0,0020 +0,0001b

Letras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.
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Como se observa, en los pesos relativos de timo y bazo no hubo diferencias de
importancia entre los grupos tratados y controles alos 7 y 28 dias. Todo parece indicar
gue la Solucion CM-95 TM no produjo procesos inflamatorios del tejido o signos de
toxicidad que se tradujeran en un aumento significativo del peso de estos érganos, como
si ocurre con otros inmunopotenciadores como la BCG, la que induce aparicion de

procesos inflamatorios localizados (Klein y col., 1997).

3.4.5 Celularidad de médula O0sea

La tabla 3.7 refiere los valores obtenidos en la celularidad de la médula Osea en ratas
SPD, para machos y hembras durante 7 y 28 dias de tratamiento, en los grupos
experimentales (Niveles|, I1, 111) y los controles GSTM, GCN.

Los datos registrados en latabla 3.7 indican que la celularidad de la médula 6sea alos 7
dias de tratamiento para ambos sexos, aumentd con € nivel de tratamiento magneético. El
Nivel 11l se situé por encima de todos los grupos, luego en orden los niveles |1 y |, este
altimo con valores muy cercanos al GSTM. Las diferencias significativas fueron del
Nivel 111 con respecto a Il y estos dos con € Nivel | y los controles, asi como e GSTM
y e GCN (P < 0,05).

A los 28 dias, ambos sexos aumentaron la celularidad de la médula Gsea en todos los
grupos, pero los valores més elevados fueron para €l Nivel |, que presentd diferencias
significativas con respecto a resto de los grupos. Ademas €l nivel 111 se diferencio
significativamente en comparacion con € Nivel 11 'y ambos respecto a GSTM y GCN.
Entre estos dos grupos controles también se encontré diferencias significativas; a igua
gue entre machos y hembrasalos 7 y 28 dias (P < 0,05).

Al evaluar la celularidad de la médula 0sea, se estéarelacionando el efecto de la Solucion
CM-95 TM sobre la actividad hematopoyética de la misma (médula roja). Se pudo
observar una tendencia a incremento celular en los grupos tratados (Niveles I; [1 y 111)
en relacion con e comportamiento de los grupos controles, lo cua sugiere que la

Solucion CM-95 TM es un estimulador de la hematopoyesis medular
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Tabla 3.7 Celularidad de lamedula 6sea (Mediax S) en ratas Sprague-Dawley
inocul adas con dosis repetida de CM-95 tratada magnéticamente (10°células/mL)

Variantes 7 Dias 28 Dias

n=10 Machos = S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 259 + 0,7 ¢ 186 + 06 c 756 £ 0,7 ¢ 678 £+ 06 a
NIVEL Il 341+ 05D 285+ 08 b 491 £+ 05 b 41,7 + 08 c
NIVELIII 37,3+ 0.7 a 31,3 £+ 09 a 63,3 + 04 a 516 + 05 b
GSTM 26,3+ 05 C 195 + 06 C 300 £+ 04 C 277 + 06 d
GCN 216 £+ 08 d 16,2 + 09 d 21,7 £+ 08 d 169 + 05 e

L etras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

Estos resultados tienen una relacion directa con la proliferaciéon de células importantes
de la respuesta inmune, cuyo origen es a partir de progenitores mieloides y linfoides
originadas en la médula Osea a partir de células madres auto regeneradoras y
pluripotenciales, por procesos de proliferacion y diferenciacion mediados por citocinas
(factores estimulantes de colonias CSFs) (Abbas y col., 2000).

3.4.6 Parametros hematol 6gicos y bioquimicos

3.4.6.1 Conteo total de leucocitos

EnlaTabla 3.8 se observa e conteo global de leucocitosalos 7 y 28 dias de tratamiento
paralos grupos experimentales. Como se muestra, |os machos a los 7 dias disminuyeron
el nimero de leucocitos con el aumento de lalas inducciones magnéticas, se encontraron
las tres dosis (Nivel I, Il y 111) por debgo del GSTM. Sin embargo, para los valores
reportados en e GCN se pudo comprobar € aumento en el nimero de células blancas
para el resto de los grupos. Las diferencias significativas se reportaron para los Niveles |
y Il en relacion con € 111 y a GCN y del GSTM con respecto a los niveles 11, I11 y a
GCN (P < 0,05). A los 28 dias en los machos, € mayor nimero de leucocitos se obtuvo
en e Nivel Il y e minimo en el Nivel I11, mientras que € de los controles se encontraba
entre ellos, pero no hubo diferencias significativas entre los grupos

Las hembras a los 7 dias presentaron un comportamiento similar a los machos en igual
tiempo, disminuyeron el conteo de leucocitos con el nivel de tratamiento magnético, los
tres niveles se situaron por debgo de los controles GSTM y GCN. Las diferencias

significativas se presentaron entre el Nivel | y el [l y entre los grupos controles en
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relacion con los Niveles 11 y 111. A los 28 dias las hembras disminuyeron sus valores
con respecto alos 7 dias de tratamiento, situandose los Niveles |1 y 111 por debajo de los
controles pero no se registraron diferencias estadisticas entre los grupos. En ese
parametro se reportaron los mayores valores para los machos presentando diferencias
con respecto alas hembras (P <0,05).

Como se observa la Solucion CM-95 TM para los tres niveles de tratamiento magnético
produjo disminucion de leucocitos en la circulacion sanguinea de ratas SPD, cuando se
trataron durante 7 y 28 dias en comparacion con los controles. Este comportamiento
sugiere que CM-95TM estimulé de forma inespecifica la migracion de estas células
hacia los tejidos y érganos linfoides, siendo creciente con el aumento de la induccion

magneética aplicada a la Solucién. Hubo diferencias significativas de los machos con las
hembras alos 7 dias de tratamiento (P> 0,05).

Tabla 3.8 Conteo total de leucocitos (Media = S) en ratas Sprague Dawley inoculadas
con dosis repetida de CM-95 tratada magnéticamente (10° célulag/L).

Variantes 7 Dias 28 Dias
n=10 Machos + S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 135+ 30ab 10,2 + 23 ab 94 + 26 92 + 21
NIVEL Il 124 + 32 b 85 + 15 b 114 + 1,0 76 + 11
NIVELIII 103 + 14 c 78 + 12 ¢ 89 + 24 73 + 20
GSTM 152 + 1,7 a 120 £+ 18 a 10,5 + 15 88 + 21
GCN 98+ 12 ¢ 11,1 £+ 36 a 10,2 + 14 13,7 £+ 0,8

L etras diferentes denotan diferencias significativar (P < 0.05) abtenidas por Duncan.

3.4.6.2 Conteo diferencial de leucocitos

El conteo diferencia de leucocitos sanguineos en machos y hembras a los 7 dias se
reportan en la tabla 3.9 y a los 28 dias en la tabla 3.10. A los 7 dias los machos
presentaron € mayor numero de polimorfonucleares neutrofilos en e Nivel 111 y €
menor en e Nivel |, todos ellos reportaron valores superiores a grupo GSTM y menores
gue el GCN. Las diferencias significativas fueron de los Niveles Il y 11l con respecto d

Nivel | ya GSTM y del GCN con respecto atodos los grupos (P < 0,05).

Las hembras a este tiempo tuvieron un comportamiento diferente que los machos; € casi

todos los grupos registraron valores similares en € numero de polimorfonucleares
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neutrofilos excepto en e grupo GCN que fue significativamente superior que €l resto de
los grupos. Los machos exhibieron valores més alto en este pardmetro, diferenciandose
significativamente de las hembras (P < 0,05).

El comportamiento en e nimero de linfocitos a los 7 dias de tratamiento (tabla 3.9)

fue similar en machos y hembras, sus vaores disminuyeron con € nivel de
magnetizacion, por 1o que & menor nimero de linfocitos se observo en los Niveles |1 y
[11. En los machos, todos los grupos presentaron diferencias significativas con relacion
al GCN (P < 0,05), pero no las hubo en las hembras y entre sexos.
Los monocitos se observaron en machos y hembras a los 7 dias de tratamiento, segin se
muestra en la tabla 3.9. En los machos, los Niveles 11 y I1l mostraron valores mas bajos
gue los de los grupos controles. Las diferencias significativas en los machos fueron entre
el Nivel I, GSTM, GCN con € Nivel 1I, mientras en las hembras fueron entre e Nivel |,
GSTM y GCN con respecto alos Niveles 1l y 11 'y del GSTM en relacion con el Nivel |
y GGN. No hubo diferencias significativas entre sexos.

Tabla 3.9 Conteo diferencial de leucocitos (Media = S) en ratas Sprague Dawley
inoculadas durante 7 dias con CM-95 tratada magnéticamente

Variantes Sexo Neutréfilos= S Linfocitos+S  Monocitos+ S Eosindfilos

n=10

NIVEL | M 132 + 26 ¢ 830 +37a 26+13 a 1,8 £ 05
H 106 + 18 b 850 + 3,3 24 £ 0,3 a 1,7 £ 0,6

NIVEL Il M 160 + 20 b 85 +39 a 09+045b 15+ 07
H 119+ 20 b 833 = 22 11+ 04 b 13+ 04

NIVELIII M 174 + 20 ab 804 +45 a 08+ 03b 15+ 05
H 115 £+ 27 b 82,3 + 35 09+ 0,3b 1,8 £ 0,6

GST™M M 134 £+ 28 c 825+35a 28+07a 1,3+ 0,9
H 11,8 £ 27 b 84,6 + 3,1 27 +£08a 19+ 1,3

GCN M 201 + 23 a 756 +44 b 27+ 07a 0,9 + 0,3
H 152 + 16 a 83,2+ 3,6 23+ 08a 0,7+ 04

Letras diferentes denotan diferencias significativas® (P<0,05) obtenidas por Duncan.

Los polimorfonucleares eosindfilos mantuvieron valores similares entre los grupos en

los machos y hembras tratadas durante 7 dias, sin diferencias estadisticas entre los
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grupos y sexos (tabla 3.9). Los polimorfonucleares basofilos casi no se observaron en los
grupos, pero si la presencia de algunas células sanguineas juveniles en los Niveles 11, 11
y | (aumentaron en nimero segun este orden) en hembras y machos (resultados no
mostrados).

A los 28 dias, € numero de polimorfonucleares neutréfilos se mantuvo con un
comportamiento similar que el observado alos 7 dias, segiin se muestra en latabla 3.10;
sus valores aumentaron en machos y hembras con la induccion magnética. En los
machos el Nivel |11, present6 diferencias significativas en relacion con € Nivel |1 y estos
dos respecto a Nivel | y al GSTM. A su vez e GCN mantuvo estas diferencias con €
Nivel 1. Sin embargo, en las hembras las diferencias significativas fueron de los Niveles
[1'y 1l conrelacion a Nivel | 'y a GSTM, ademas, del Nivel 111 comparado con el GCN
(P < 0,05). Se presentaron diferencias significativas entre machos y hembras, y fue mas

evidente en los machos (P < 0,05).

Tabla 3.10 Conteo diferencial de leucocitos (Media+ S) en ratas Sprague Dawley
inoculadas durante 28 dias con CM-95 tratada magnéticamente

Variantes Sexo Neutréfilos+= S Linfocitos+S  Monocitos+ S Eosinéfilos+ S

n=10
NIVEL | M 12,3+ 14 ¢ 820+31la 20+02 14 + 04
H 11,1+14 b 84,6 + 2,0 1,8 + 0,6 1,9+ 06
NIVEL 11 M 163 + 20 b 80,0+ 30ab 1,7 +05 1,8 + 08
H 145+ 17 ab 83,5 + 39 14 + 07 1,2 + 05
NIVELIII M 190 + 34 ab 78,6 + 40b 19 + 06 1,6 + 05
H 165 + 32 a 81,0 + 2,9 1,7 + 05 1,3 + 0,9
GSTM M 11,1+ 15 ¢ 843+ 26a 23 + 07 2,0 + 06
H 118 +25b 850 + 37 2,0+ 11 1,2 + 0,4
GCN M 181 + 10a 784 +33b 22+ 04 14+ 04
H 126 + 18 b 842 + 42 20+ 05 12+ 06

L etras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

El comportamiento de los linfocitos en los machos a los 28 dias, (tabla 3.10) arrojé
diferencias significativas del Nivel | y el GSTM con relacion a Nivel I11'y al GCN
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(P < 0,05), ya que los valores disminuyeron con la induccion magnética, siendo e Nivel
[11 el de menor valor y proximo a este el del GCN. Las hembras, a este tiempo, paralos
tres niveles de induccién magnética mostraron valores mas bagos que los controles,
siendo més evidente para € Nivel 111. No se presentaron diferencias significativas entre
los grupos, pero s entre sexos, las hembras con valores superiores a los machos
(P < 0,05). Para los monocitos a los 28 dias (tabla 3.10), los machos y las hembras
mantuvieron valores més bajos que los grupos controles, de ellos el Nivel | fue €l que se
situé més cercade ellos, sin diferencias significativas entre 10s grupos y sexos.

Los polimorfonucleares eosinéfilos a los 28 dias para machos y hembras mantuvieron
valores similares entre los grupos, sin diferencias significativas entre ellos, ni entre
sexos. No se reportaron polimorfonucleares basofilas alos 28 dias, pero si se observaron
células sanguineas juveniles en los tres valores de induccion magnética, en mayor
medida que |os grupos controles (resultados no mostrados).

Al hacer un andlisis del comportamiento en € conteo diferencial de leucocitos hubo
correspondencia con € obtenido en el conteo total de leucocitos. Es posible que la
disminucion producida por la Solucion CM-95 TM sobre los leucocitos se deba a la
disminucion obtenida en € conteo de linfocitos y monocitos a medida que aumento la
induccion magnética En € andisis histologico efectuado se observd aumento de la
celularidad en érganos linfoides, 1o que pudiera estar relacionado con la migracion de
células leucocitarias de sangre periférica a estos teidos, y por otro lado, la
transformacion de monocitos a macrofagos por la accion de la sustancia CM-95 TM.
Como es conocido, los leucocitos tienen la capacidad de circular e intercambiarse entre
la sangre, la linfa y los tejido para realizar sus funciones fundamentales, como la
respuesta inmune, al localizarse como grupos anatdmicos definidos de érganos linfoides
(Abbasy col., 2000).

Si bhien, los polimorfonucleares neutréfilos aumentaron alos 7 y 28 dias con € grado de
tratamiento magnético, sus valores fueron similares al GCN (animales sin tratar), lo cual
indica que la accion de CM-95 TM sobre estas células no es téxica. Como se conoce,
los neutrofilos aumentan significativamente en las respuestas inflamatorias agudas
provocadas por agentes infecciosos como los microorganismos por dafo tisular local
(Abbasy col., 2000).
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Los eosindfilos no variaron significativamente entre 10s grupos experimentales alos 7 y
28 dias de tratamiento. Un aumento de estas células estaria relacionado con la presencia
de reacciones aérgicas, 10 que es una muestra de que la Solucion CM-95 TM en
ninguno de los niveles de induccion magnética, indujo procesos alérgicos o la
predisposicion para reacciones de hipersensibilidad Tipo |. (Abbas y col., 2000).
Resultado que a su vez esta relacionado con e comportamiento de las células basdfilas,
las que también participan en estos procesos. La mayor frecuencia de aparicion de los
juveniles en los grupos tratados en ambos tiempos, con respecto a los controles, puede
indicar la estimulacion que esta recibiendo la médula 6sea roja, a aparecer estas células
en sangre (Edelman, 1992).

3.4.6.3 Inmunocompl g os circulantes

Los valores abtenidos en los Inmunocompl g os circulantes (ICC), se muestran en latabla
3.11alos 7 y 28 dias de tratamiento para todos los grupos experimentales. Se observa
como tendencia, en los machos y hembras a los 7 dias de tratamiento un aumento en la
formacion de ICC para € grupo GSTM, lo que sitla a los tres niveles de tratamiento
magnético por debgjo de este y cercadel GCN. Las diferencias significativas fueron del
grupo GSTM con € resto (P < 0,05).

Tabla 3.11 Inmunocomplegos circulantes (Media £ S) en ratas Sprague Dawley
inocul adas con dosis repetida de CM-95 tratada magnéticamente

Variantes 7 Dias 28 Dias

n=10 Machos + S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S

NIVEL | 0,007 £ 0,0001b 0,009 + 0,003 b 0,011 + 0,003 b 0,010 £ 0,003 b
NIVEL Il 0,010 + 0,004 b 0,009 £ 0,006b 0,018 + 0,006 a 0,009 £ 0,004 b
NIVELII 0,009 + 0,003 b 0,010 £ 0,004b 0,009 + 0,004 b 0,009 + 0,004 b
GSTM 0,014 + 0,002 a 0,014 + 0,002a 0,015 = 0,003 a 0,014 + 0,003 a
GCN 0,008 + 0,005b 0,010 £ 0,002b 0,010 = 0,003b 0,010 £ 0,003 b

+

+
+

L etras diferentes denotan diferencias significativas* (P < 0,05) obtenidas por Duncan.

A los 28 dias, en los machos los grupos GSTM y el Nivel || mostraron valores similares,
con diferencias significativas respecto a todos los grupos. Las hembras a este tiempo
tuvieron los tres niveles de tratamiento magnético muy cerca del GCN. El
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GSTM present6 diferencias significativas en relacién con todos los grupos, asi como.
entre machos y hembras alos 28 dias (P < 0,05).

Como se observa, en este estudio, no se evidenciaron modificaciones importantes de los
ICC alos 7 y 28 dias, en los grupos donde se aplicé CM-95TM, se situaron estos cerca
de los controles, a pesar de los efectos inmunoestimulantes de la Solucion CM-95 TM.
Como consecuencia de la estimulacion inmunoldgica se han registrado efectos
inflamatorios inducidos por diferentes sustancias, entre ellas e Adyuvante de Freund, el
que produce artritis y otras lesiones en ratas (Vohr, 1995; Kimber, 1997), lo cua no fue

observado en estos experimentos.

3.4.6.4 Proteinas totales

Las proteinas totales en el suero sanguineo de ratas SPD se muestran en latabla 3.12 en
machos y hembras para |os grupos experimentales. Sus valores fueron aumentando con
la induccion magnética en los machos a los 7 dias, pero con valores inferiores a los
controles GSTM y GCN, Hubo diferencias significativas entre todos los grupos y €
Nivel 1 y del GCN con e Nive 1l. En las hembras, los Niveles | y Il se situaron por
debagjo de los controles, y € Nivel Il con vaores similares a €elos, las diferencias
significativas fueron del Nivel 111, GSTM y GCN con respecto a Nivel |, y entre €
GCN Yy e Nivel | (P < 0,05). Entre los controles no hubo diferencias estadisticas.

Tabla 3.12 Concentracion de proteinas totales (Media = S) en ratas Sprague- Dawley
inoculadas con dosis repetida de CM-95 tratada magnéticamente. (g/L).

Variantes 7 Dias 28 Dias

n=10 Machos = S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 586 + 6,2 ¢ 66,4 + 46D 679 + 7,7 735 + 6,7
NIVEL Il 674 + 6,8b 70,0 + 39ab 69,7 + 54 774 + 6,0
NIVELIII 69,2 + 75a 774 + 64a 754 + 6,7 771 + 43
GSTM 71,1 + 40a 730 + 41a 73,7 + 55 755+ 7,0
GCN 748 + 33a 730 + 52a 730 + 52 726 + 6,9

Letras diferentes denotan diferencias significativas* (P< 0.05) obtenidas por Duncan.

A los 28 dias, en los machos (tabla 3.12), las tres inducciones magnéticas aumentaron

sus valores en relacion con los siete dias, y acercaron sus valores ain mas a los
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controles. El Nivel | de todos ellos, mantuvo |os valores mas bajos. No hubo diferencias
significativas entre los grupos. En las hembras a este tiempo, |0s grupos tuvieron un
comportamiento similar a los machos, pero no presentaron diferencias significativas
entre ellos ni entre sexos.

En estos resultados se evidencia gue las proteinas totales en € suero sanguineo de las
ratas tuvieron valores mas bajos para los niveles de tratamiento magnético durante 7 dias
(Niveles I, Il y 111) con respecto a los grupos controles, se estabilizaron los valores de
estos grupos a los 28 dias del tratamiento, |0 que sefiala un posible cambio en €
metabolismo de estas, fundamentalmente después de 7 dias de tratamiento con CM-95
TM. Se ha reportado que e campo magnético puede acelerar e metabolismo celular,

donde tienen una participacion directalas proteinas (Fernandez, 1998).

3.4.6.5 Glucosa

En latabla 3.13 se exponen los valores de la concentracion de glucosa obtenidos en los
grupos experimentales alos 7 y 28 dias de tratamiento para machos y hembras. En los
machos, a los 7 dias, la concentracion de la glucosa disminuyé con € nivel de
magnetizacion, por 1o que e mayor valor se obtuvo en e Nivel | y el menor en e Nivel
I11, pero por debgjo de los controles, excepto en el Nivel |, e que se situé muy cerca de
los mismos. EI GCN presenté diferencias significativas en relacion con € resto de los
grupos (P< 0,05).

En las hembras (7 dias) e menor valor en la glucosa se obtuvo para e Nivel Ill y €
mayor para €l grupo GCN, las diferencias significativas fueron de todos |os grupos con
respecto a Nivel 11 (P < 0,05).A los 28 dias, la concentracion de glucosa aument6 en
todos los grupos. En los machos, el GCN se situd con valores superiores a resto de los
grupos, pero solo las diferencias significativas fueron con respecto a Nivel 1lI
(P < 0,05). En las hembras no se presentaron diferencias estadisticas entre |os grupos, los
Niveles I, Il y 11l se situaron muy cerca de los controles. Entre sexos hubo diferencias
significativas; los machos exhibieron valores superiores alas hembras alos 7 y 28 dias.
Los resultados obtenidos en la concentracion de glucosa, cuyos valores fueron menores
en los mayoria de los grupos tratados (Niveles |1 y I11), con respecto a los controles, a
los 7 dias de tratamiento, posiblemente se deba a los efectos de CM-95TM



Capitulo 3: Resultadosy Discusion 84

en la movilizacion de glucosa de la sangre a las células, comportamiento que no fue
igual cuando se aumento la dosis hasta 28 dias, en este caso los valores de glucosa

aumentaron; hubo tendenciaala ala estabilizacion de los valores entre todos |os grupos.

Tabla 3.13 Concentracion de glucosa (Media+ S) en ratas Sprague - Dawley inoculadas
con dosis repetida de CM -95 tratada magnéticamente (nmol/L)

Variantes 7 Dias 28 Dias

n=10 Machos + S Hembras + S Machos+ S Hembras+ S
NIVEL | 89+ 27Db 79 + 32a 11,1 + 29ab 106 + 1,7
NIVEL Il 6,8 £+ 2,3Db 69 + 22a 113+ 14ab 10,1 + 1,7
NIVELIII 65+ 26b 46 + 13b 101 + 1,3 b 98 + 1,3
GSTM 87 + 400D 77 + 41a 11,0 + 29ab 11,1+ 1,6
GCN 12,7 £ 20 a 85 + 23 a 134 + 1,3a 91+ 18

Letras diferentes denotan diferencias significativas* (P<0,05) obtenidas por Duncan.

3.4.7 Estudio anatomopatol 6gico

La observacion macroscopica efectuada a los 7 y 28 dias del tratamiento no arrojaron
lesiones de interés, ni en e sitio de inoculacion (cavidad peritoneal) que pudieran
relacionarse con la formacion de granulomas macrofagicos, ni tampoco en la
exploracién general en cada uno de los érganos, que mantuvieron la textura'y coloracion
normal.

Después de la necropsia practicada a los animales en los tiempos de tratamientos
previstos, se le realizé e anadlisis microscopico a cada corte histologico obtenido de
bazo, ganglios linféticos mesentéricos, pulmones, corazdn higado y rifiones, evaluados
para cada grupo experimental. Sélo en los 6rganos dgl sistema inmune se encontraron
cambios importantes a nivel de bazo, timo, y ganglios linfaticos mesentéricos,
caracterizados por ligera hiperplasia linforreticular la que se hizo mas evidente a medida
gue fueron aumentado las inducciones magnéticas en los Niveles del | a 1ll. A su vez
los cambios fueron més notables a los 28 dias con respecto alos 7 dias del tratamiento.
En corazon, higado, pulmones y rifiones no se observaron lesiones de interés diagndstico
para ningun grupo.

A los 7 dias para ambos sexos, en e Nivel Il se observo € timo, con pérdida de los

limites corticos medulares. Se hicieron mas evidentes las células de los corpusculos de
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Hassal. En los Niveles | y Il se observo en grado creciente con la induccion magnética
aplicada a la Soluciéon CM-.95, desde una ligera pérdida en los limites corticos
medulares y ligero aumento de la corteza (Nivel 1,) hasta una forma mas acentuada en la
pérdida de los limites cortico medulares, predominando més la corteza (Nivel 11).

En e bazo, para @ Nivd Il se destacé predominio de la pulpa blanca, con estructuras
foliculares no bien definidas y engrosamiento del tegjido linforreticular. De la misma
forma en e bazo del Nivel 1, se distinguieron foliculos en la pulpa blanca, haciendose
poco visible la zona marginal, aumento de las células linforreticulares y de la pulparoja,
lo que fue més discreto en € Nivel |.

En & Nive Ill, para los ganglios linféticos mesentéricos, se observaron las estructuras
foliculares con la pérdida de sus limites y un incremento de la serie linfocitica entre otras
células. En e Nive Il la zona cortical mostré pérdida en las delimitaciones de los
foliculos linfoides con hiperplasia celular, pero menos que en e Nivel |11, mientras que
en el Nivel | se observd menor pérdida en las delimitaciones de los folicul os linfoides.
En los grupos donde se aplico CM-95 STM (GSTM), los cambios observados en timo,
bazo, y ganglios linfaticos mesentéricos, son ain mas discretos y diferenciables de los
gue se produjeron fundamentalmente en los Niveles Il y I1I, con un comportamiento
muy parecido a obtenido en el GTM1, para estos érganos.

A los 28 dias €l andlisis histologico arrojé cambios a nivel del timo con hiperplasia
celular, pérdida de los limites corticomedulares, con predominio de la corteza y médula
a demés de hacerse muy evidentes los corpuscul os de Hassal. Se destaco la proliferacion
del tgido linfoide con congestién de los vasos, resultados que se observaron mas
acentuados en el Nivel 111 (figura3.19) y menor en los Niveles 1l y | (figuras 3.18y 3.17
respectivamente). En los grupos controles GSTM (figura 3.16) y GCN se observé la

zona cortical y médular con una arquitectura histol 6gica normal.
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Figura 3.16 Rata SPD hembra del GSTM alos 28 dias de tratamiento con CM-95 STM.
Timo con definicion de contornos entre zona cortica y medular con células
linforreticulares. H. E. x 30.
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Figura 3.17 Rata SPD macho del Nivel | alo 28 dias de tratamiento con CM-95 TM.
Timo con zona cortical y medular aumentada de forma discreta e hiperplasia celular
(células linforreticulares). H. E. x 40.
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Timo con zona corticd y medular aumentada e hiperplasia celular (céulas
linforreticulares). H.E. x 30.

Figura 3.19 Rata SPD hembradel Nivel 11l alos 28 dias de tratamiento con CM-95 TM.
Timo con zona corticd y medular aumentada e hiperplasia celular (células
linforreticulares). H. E. x 30.

En e Nive | para e GTM4 (figura 3.22),se observd en e bazo, la pulpa blanca
abundante, con foliculos de variados tamafios y aargamiento de su estructura, asi como
pérdida de la zona marginal, en los otros Niveles (11 y Ill) (figuras 3.23 y 3.24
respectivamente).se observaron foliculos no bien definidos con predominio de una
hiperplasia celular (pulpa blanca). En los grupos GCN (figura 3.20) y GSTM (figura

3.21) se observaron estructuras foliculares definidas en la zona de la pul pa blanca.
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Figura 3.20 Rata SPD macho en e GCN a los 28 dias (sin tratamiento). Bazo con
estructuras foliculares en la pulpa blanca, zona marginal definida y presencia células
linfoides. H.E. x 40.

Figura 3.21 Rata SPD hembra en e GSTM a los 28 dias de tratamiento con CM-95
STM. Bazo con estructuras foliculares en la pulpa blanca, zona margina definida y
presenciade células linfoides. H.E. x 40.
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Figura 3.2.2 Rata SPD macho Nivel | alos 28 dias de tratamiento con CM-95 TM Bazo
con predominio de la pulpa blanca, estructuras foliculares y zona margina poco
definidas, abundantes células linfoides. H.E. x 30.

Santos y col. (1997) reportaron un aumento en la zona de la pulpa blanca del bazo
cuando se trataron ratones Balb/c con la sustancia CM-95 TM como adyuvante
inmunolégico, inoculada en un esquema de inmunizacion frente a un antigeno

bacteriano.

Figura 3.23 Rata SPD macho Nivel Il alos 28 dias de tratamiento con CM-95 TM Bazo
con predominio de la pulpa blanca, estructuras foliculares con hiperplasia celular,
abundantes células linfoides. H.E. x 30.



Capitulo 3: Resultadosy Discusion 20

# TR :
Figura 3.24 Rata SPD hembra Nivel Ill alos 28 dias de tratamiento con CM-95 TM.

Bazo con predominio de la pulpa blanca, estructuras foliculares con hiperplasia celular,
zona marginal poco definida, abundantes células linfoides. H.E. x 30.

En los ganglios linfaticos mesentéricos, se observa poca definicion de las estructuras
foliculares e hiperplasia celular con aumento del tegjido linforreticular y fibroconectivo,
enlos Niveles | y Il (figuras 3.27; 3.28.respectivamente), |o que fue mas acentuado para
el Nivel I11 (figura 3.29)

En las figuras 3.25 y 3.26 se muestran |os resultados del GCN y GSTM correspondiente
a los cortes histolégicos de los ganglios linfaticos mesentéricos, son notables foliculos
linfoides en la zona cortical, de estructuras definidas con celularidad normal.

L os resultados obtenidos en los grupos controles a los 28 dias de tratamiento, para todos
los érganos linfoides, fueron mucho mas visibles que a los 7 dias, pero discretos con
relacion a los niveles de tratamiento magnético y similares entre ellos para todos los

Organos del sistemainmune.
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o

Figura 3.25 Rata SPD hembra GCN. 28 dias (sin tratamiento). Ganglio linfético
mesentérico con foliculos linfoides definidos en la zona subcapsular, presencia de
células linforreticulares. H.E. x 40.

Figura 3.26 Rata SPD macho del GSTM a los 28 dias de tratamiento con CM-95 STM
Ganglio linfatico mesentérico con foliculos linfoides definidos en la zona subcapsular.
H.E. x 30.
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Figura 3.27 Rata SPD hembra Nivel |. alos 28 dias de tratamiento con CM-95 TM.
Ganglio linfatico mesentérico con pérdida de los limites en foliculos linfoides de la
zonacortical y aumento de célulaslinforreticulares. H. E. x 40.

Figura 3.28 Rata SPD macho Nivel II. a los28 dias de tratamiento con CM-95 TM.
Ganglio linfatico mesentérico con pérdida de los limites en foliculos linfoides de la
zonacortical, con hiperplasia celular y aumento de células linforreticulares. H. E. x 40.
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NMETENRRES 4
Figura 3.29 Rata SPD hembra Nivel |1l a los 28 dias de tratamiento con CM-95 TM.

Ganglio linfatico mesentérico con pérdida de los limites en foliculos linfoides de la zona
cortical con hiperplasia celular y aumento de células linforreticulares. H. E. x 40.

Estos resultados demuestran la tolerancialocal y sistémica de la Solucion CM-95 TM en
las dosis utilizadas para los exdmenes macroscopicos y microscopicos efectuados, y
apuntan haciala estimulacion de la hematopoyesis medular donde se originan las células
de la respuesta inmune. Se puede plantear la posible migraciéon y/o proliferacion de
células leucocitarias de sangre periférica en los organos inmunolégicos, por accion
inespecifica de CM-95 TM, al existir un balance entre la hematopoyesis medular y la
circulaciéon sanguinea de células blancas de la sangre (resultados del conteo global y
diferencia de leucocitosy los andlisis histol 6gicos).

Otra caracteristica importante que puede dar explicacion a la seguridad manifestada por
esta sustancia es su naturaleza ssimple, no necesita de un proceso biodegradativo que
pudiera desencadenar toxicidad a nivel hepatico, y puede ser asimilada féacilmente por €
organismo, alo que se une lareversibilidad en el tiempo unavez aplicado € tratamiento
magnético a la Solucion CM-95 (Anexo I1). Por lo que, los efectos que produjo
CM-95 TM, demostrados en este trabgjo, pueden llevar a alteraciones reversibles
transitorias, que después de transcurrido € tiempo de relgacion, vuelven a estado
inicial o de compensacion, lo que minimiza los posibles efectos secundarios de esta
solucion, por permanencia de su accion en e tiempo. Aunque en los estudios
toxicol6gicos no se hizo evaluacion del tiempo de reversibilidad de los efectos del

tratamiento magnético para estos esquemas de inoculacion (7 y 28 dias), s se
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observd como tendencia una estabilizacion de muchos de |os pardmetros evaluados hacia
los 28 dias de tratamiento, acercando sus valores proximo a de los controles.

Rapacholi y col. (2003) sefidaron que para que un cambio biologico y/o fisiologico
producido por un campo magnético, no tenga consecuencias genuinas de salud debe ser
reversible y estar en el rango que produzca mecanismos efectivos de compensacion.

Los resultados relacionados con |os efectos de CM-95 TM sobre el timo se corroboran
con la proliferacion de células de forma acentuada, principalmente dentro de ellas los
linfocitos T. Es conocida la importancia funcional del timo, durante los procesos de
maduracion y seleccion de linfocitos T timo- dependientes, que luego migran hacia
organos periféricos, fundamentalmente hacia e bazo y ganglios linfaticos, como células
inmunocompetentes (Abbas y col., 2000). A su vez el timo es un 6rgano que percibe los
cambios que pueden producir |as sustancias inmunoestimulantes. Selgrade (1995) sefial 6
gue como resultado de la inmunoestimulacion incremento de la corteza y la pérdida de
los contornos de esta y de la médula, lo cua de alguna manera se observo en el estudio
histopatol 6gico efectuado como efecto de CM-95 TM.

En e bazo de los animales tratados con CM-95 TM, se observd aumento de la
linfoproliferacién con hiperplasia celular de estructuras foliculares (pulpa blanca), lo
cual también ocurrid en los ganglios linféticos mesentéricos en la zona de |a corteza para
los foliculos linfoides mesentéricos Todo parece indicar que la estimulacion de la
meédula 6sea y la migracion de células hacia estos Organos pudieran ser por la
estimul acion inespecificade CM-95 TM.

En & caso de los ganglios linféticos circulan las células hacia y desde los 6rganos
linfoides (fundamentalmente linfocitos)a través de la linfa (Reid, 1991). La cavidad
peritoneal fue la zona de inoculacion de CM-95TM, la linfa procedente de esta zona
puede llegar hastalos ganglios mesentéricos y trasladar hasta ellos células.

En los resultados obtenidos se registraron diferencias significativas entre los sexos, 10
cual es esperado debido a las diferencias fisiol 6gicas existentes entre machos y hembras,
gue siempre se han tenido en cuenta para los estudios toxicol 0gicos (K oeter, 1995)

Aun cuando hubo cambios significativos en los parametros evaluados para los tres

niveles de tratamiento magnético con respecto a los controles, estos se mantuvieron
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dentro de los parametros normales parala edad y sexo de las ratas SPD utilizadas en este
trabgjo, reportado por NC-CENPALAB (1998) e IFFA CREDO (1999).

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que €l tratamiento magnético
aplicado a la Solucion CM-95, probablemente indujo cambios significativos en ella,
gue de alguna manera pudieron ser responsable del comportamiento obtenido en las
variables biologicas medidas, con respecto a la misma Solucion sin tratar
magnéticamente. Es mas acentuado este hecho para la mayor induccién magnética
(0,12 T) y velocidad de flujo (0,3 m/s) utilizada. Se observé que, CM-95 sin tratar
magnéticamente en varios de los pardmetros analizados tuvo un comportamiento
diferente que e GCN, lo que puede ser justificado por sus efectos fisiolégicos en €l
equilibrio osmético celular, a ser utilizada como farmaco (Centro para el Desarrollo de
la Farmacopea, 2003)

Es posible relacionar los bioefectos producidos por la Solucion CM-95 TM en los
pardmetros bioquimicos del suero sanguineo de ratones Bab/c (concentracion de
glucosa ,proteinas totales e iones Nat, K™ y Ca™), con los efectos que indujo CM-95
TM sobre diversos componentes de la respuesta inmune, en su accidn
inmunopotenciadora como son: la actividad fagocitica de macréfagos peritoneales, la
proliferacion y diferenciacion de células de la respuesta inmune, la sintesis de citocinas
como INFy, anticuerpos y la activacion en la hematopoyesis medular. Se debe tener en
cuenta gue la glucosa es fundamental en los mecanismos de fagocitosis dependientes
del oxigeno para la eliminacién de agentes extrafios, por lo que es necesario
incrementar la demanda de glucosa para su oxidacion por la via de la hexosa
monofosfato, que aporta e ATP y la NADPH para la formacion de metabolitos
reactivos del oxigeno en los procesos de fagocitosis (Jarmila y col., 1993). Ademés,
esta biomol écula aporta la energia necesaria (glucogendlisis), junto con otros procesos
catabolicos, para € transporte de iones (bombas), y otros procesos metabdlicos
(sintesis). Especificamente el i6n calcio como activador del metabolismo celular, puede
incidir en el transporte de iones, sintesis, division, diferenciacion y proliferacion celular

(Lozano, 1997), de los cual es dependen los mecani smos inmunol 6gi cos.
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En la condiciones ensayadas se resumen los efectos de la Solucion CM-95 TM como
inmunopotenciador, en la capacidad de estimular la respuesta humora con la
produccion de anticuerpos de la clase 1gG y las subclases 1gG1 e 1gG2a en ratones
frente a antigenos bacterianos, pero también, estimular la inmunidad mediada por
células en la produccion del INFy, la reaccion de HRT y en la participacion de
linfocitos CD4" cooperadores MHC de clase |l para la produccion de los anticuerpos
antibacterianos, 1o que coincide con lo planteado por Abbasy col. (2000).

Como se discute anteriormente, en los resultados obtenidos por CM-95 TM en la
estimulacion inmunolégica participaron elementos propios de un patron de respuesta
Th2, cuando fue capaz de inducir la produccion de anticuerpos antibacterianos murinos
de la subclase 1gGl, pero fue mayor la participacion de elementos del patréon de
respuesta Thl, a inducir la produccion de anticuerpos de la subclase 1gG2a, laHRT y
secrecion de INFy). De estos resultaos se infiere que el patron preferencia que induce
CM-95 TM a estimular la respuesta inmune es Thl. Diferentes cientificos han
reportado |os elementos fundamentales que participan en los patrones de respuesta Thl
y Th2, coincide con estos resultados los citados por O' Garra'y col.(1989); Fresno y col.
(1997); Casdlinuovo y col. (2000).

Aun cuando se discute el posible mecanismo de accién de la Soluciéon CM-95 TM sobre
diferentes elementos de la respuesta inmune, en comparacion con otros
inmunopotenciadores convencionales, este tiene caracteristicas sui géneris ya que esta
presente e efecto del tratamiento magnético, quien indudablemente puede ser e movil
para que se hayan logrado |os bioefectos y la estimulacién inmunol égica ya discutida. Si
se tienen en cuenta las hipdtesis planteadas por diferentes cientificos sobre |os bioefectos
del campo magneético (Blank y Goodmand, 1997; Bardasano, 2000), se puede plantear
la hip6tesis que la Solucién CM-95 después de tratada magnéticamente puede cambiar
sus propiedades fisico-quimicas, resultado que coincide con € citado por Rodriguez y
col, 1998. El cambio de estas propiedades depende de los parametros del CME y de las
cracteristicas de la sustancia tratada. Presuponemos que e mecanismo de accion de la
Solucion CM-95 TM sea por interaccion de esta con las células, 1o que puede inducir

cambios conformacionales y funciondes en las biomoléculas cargadas
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(PIM, fosfolipidos y enzimas) y asi repercutir en €l flujo de iones (bomba Na'/K™) y en
laactividad enzimatica. Si ademés, esta solucion tratada tuvo efectos en la liberacion del
ion calcio en € citoplasma, se podria explicar la aceleracion del metabolismo celular,
incluyendo la division y proliferacion celular que se obtiene con la aplicacion de
CM-95 TM.

Por otro lado, si se tiene en cuenta que & sistema inmune funciona a través de células
gue tienen su fisiologia preparada para la produccion de proteinas, localizadas como
receptores de membrana (TCR, mol éculas de adhesién, moléculas del MHC), citoquinas,
proteinas del suero sanguineo (Sistema complemento, enzimas, anticuerpos) o las
enzimas lisosomales de células fagociticas (macr6fagos y PMN), entre otras. Se podria
inferir que la sefia del campo magnético llegd hasta e ADN de las céulas, por
interaccion de la Solucion CM-95 TM con ellas, actuando sobre los mensagjeros
secundarios hasta activar la transcripcion del ADN y por tanto, la biosintesis de
proteinas, para lograr amplificar la respuesta inmune de forma significativa y diferente
gue cuando se utilizo 1a Solucién CM-95 sin tratamiento magnéti co.

El aumento de la sintesis proteica encontrada con la CM-95 TM también ha sido
demostrado a nivel molecular, en células de promielocitos expuestas a radiaciones de
radiofrecuencia (Maercker y col., 2003).

Los resultados obtenidos dan un alcance tedrico préctico a las aplicaciones del sistema
acuoso CM-95 TM en Inmunologia, ya que se podria contar de forma inmediata con un
nuevo adyuvante inmunologico, como un aspecto novedoso dentro la
Inmunotecnologia, en la obtencién de bioldgicos para e diagnéstico, o como
inmunopotenciador de forma medidtica para la inmunoterapia; aplicaciones que
dependen en gran medida de la eficacia y seguridad demostrada en esta sustancia al
aplicarle tratamiento magnético.

Estos resultados han brindado la posibilidad de usar por primera vez esta sustancia
tratada con la mayor induccién magnética del rango escogido (GTM4), como adyuvante
inmunol 6gico para la obtencidn de seis sueros policlonales anti Bacillus, en proceso de
validacion en Cuba para €l control de calidad de Biopreparados de uso agricola en los
diferentes niveles del proceso productivo. El uso de estos sueros puede extenderse para
el control microbiol6gico en materiales de laboratorio y local es estériles.



CONCLUSIONES

= Se comprob0 que la Solucion CM-95 TM con la mayor induccion magnética (0,12
T) y velocidad de flujo (0,3 m/s) acelerd la incorporacion de glucosa en €l intestino
de ratas Sprague Dawley y vario € comportamiento de parametros bioquimicos y
hematol 6gicos en ratones Balb/c.

» La Solucion CM-95 TM estimul6 la inmunidad humoral, a través de la produccion
de atos titulos de anticuerpos antibacterianos, en ratones Balb/c y Congjos NZB, y la
formacion del isotipo murino IgG y las subclases 1gG1 e IgG2a.

»= LaSolucién CM-95 TM con la mayor induccion magnética (0,12 T) y velocidad de
flujo (0,3 m/s), se comportdé como un adyuvante inmunolégico en la obtencion de
seis sueros policlonades anti Bacillus en congos Nueva Zelandia Blancos,
inmunizado por vial.V.

» LaSolucién CM-95 TM potencio la respuesta inmune mediada por células, a través
de la proliferaciéon de CMNPs humanas, cultivadas in vitro y la activacion de
macrofagos peritoneales, 10s que aumentaron en nimero por estimulacién especifica
e inespécifica, activaron su enzima lisosomal fosfatasa &cida y la fagocitosis, asi
como estimul 6 la hipersensibilidad retardada y 1a secrecion de INFy.

» Laevauacion preliminar de la toxicidad e inmunotoxicidad en la Solucion CM-95
TM a dosis repetida, en ratas Sprague Dawley, arrojé una alta tolerancia local y
sistémica, no se observaron signos clinicos y lesiones de prediccion diagndstica en
los parametros analizados, pero si ateraciones en la citoarquitectura celular a nivel

de los érganos linfoides.



RECOMENDACIONES

Proponer la realizacion de protocolos de ensayos preclinicos para evaluar la accion
inmunopotenciadora de la Solucion CM-95 tratada magnéticamente, como
preambulo de la fase clinica para su aplicacion en laterapia.

Evauar e efecto de la Soluciéon CM-95 TM como adyuvante inmunoldgico con
otros antigenos, que permita extender su aplicacion en la obtencién de otros
inmunobi ol 6gicos (Anticuerpos Monoclonales y/o sueros policlonales).

Redlizar en las instituciones autorizadas del pais € registro de la Solucion

CM-95 TM como inmunopotenciador (adyuvante inmunol 6gico).
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Efectos Fisicos y Quimicos- Fisicos del campo magnético

Desde |a década de los 40 se han estudiado con mayor sistematicidad los posibles
efectos fisicos-quimico de los campos magnéticos en diferentes sistemas, registrandose
los resultados principales en sistemas acuosos tratados magnéticamente (Klassem,
1982). En este caso, |0s cambios en las propiedades de |a fase liguida homogénea son a
menudo muy pequefios, pero no por esto imposibilitan la obtencién de efectos terminales
considerables, |0 que se puede explicar por la produccion y estabilizacion de pequefios
cambios primarios en las propiedades de esos sistemas, seguido por mecanismos
intermedios que aumentan estos cambios. Bardasano (2000) sefialé que las interacciones
del campo magnético con la materia a nivel molecular podian ser debido a reorientacién
de moléculas, de radicales libres, cambios conformacionales y movimiento de iones bajo
laaccion de lafuerzadel campo magnético.

Estudios moleculares recientes (Colic y col., 1999; Miruslav y col., 1999) dan a conocer
algunos mecanismos que podrian explicar los cambios en las propiedades fisico-
guimicas que sufre e agua u otras soluciones acuosas después de su tratamiento
magnético, encontrandose que se puede perturbar la interfase gas/liquido y
consecuentemente modificar las interacciones de las moléculas de agua con iones
disueltos y coloides suspendidos. Por otro lado, Barrett y col. (1999) plantearon que las
principales modificaciones que se observan en e agua tratada magnéticamente ocurren
en las propiedades de hidratacion de los materiales inorganicos y en su reactividad
guimica, 1o que no contradice las hipdtesis planteadas en afios anteriores por otros
cientificos.

Alfeng recibié en 1970 el Premio Novel de Fisica al demostrar que un campo magnético
altera la naturaleza del movimiento de particulas cargadas (electrones e iones), las
particulas cargadas se mueven en un plano perpendicular a campo magnético y de
forma circular, aumentando €l radio de accion con la masa de la particula 'y con su
energia térmica, pero decreciendo con € aumento de laintensidad del campo magnético
(Barrett y col., 1999).

Hipotesis basadas en la accion de los campos magnéticos sobre iones presentes en las
soluciones acuosas, plantean que e campo magnético interactlia con |os iones presentes
en las corrientes de agua que se desplazan a través de é. Los iones no son més que



atomos que tienen la particularidad de poseer carga eléctrica positiva o negativa; €
campo magnético produce una fuerza magnética que recae sobre los iones en
movimiento, presentes en dicha solucion. Algunos trabajos plantean que a producirse
esta fuerza, los iones comienzan a moverse arededor de las lineas de fuerza del campo
con determinada velocidad, adquiriendo un movimiento ioGnico en torno a una posicion
media, favoreciendo la posibilidad de aumentar la interaccion entre cationes y aniones
como consecuencia de la disminucion de la distancia entre ellos, 1o que esta en
concordancia con la teoria de chogue de Arrhenius (Santos, 1998). Segun esta teoria, la
probabilidad de asociacion entre iones es proporcional a su aproximaciony al tiempo de
permanencia uno cercadel otro.

Baker y col. (1996) afirmaron que €l tratamiento magnético del agua y de soluciones
acuosas de laboratorio tiene influencia en sus propiedades fisico-quimicas a producir
aumento de la cristalizacion, tension superficial y viscosidad entre otras propiedades.
Rodriguez y col. (1998) evaluaron los efectos del tratamiento magnético sobre
soluciones de NaCl, observando un aumento de la tension superficial del aguay de otras
sales. Viltre y col. (1999) obtuvieron un aumento de la solubilidad de nitratos en
soluciones acuosas tratadas magnéticamente. Parsons y col. (1997, 1999) observaron
cambios fisico-quimicos en e agua tratada magnéticamente asi como en soluciones de
carbonato de calcio (CaCQOg), encontrando en esta Ultima un cambio en € pH. Wang y
col. (1999) detectaron un proceso rapido de cristalizacion en las soluciones de CaCOs,
resultados que fueron reportados por Barrett y col. (1999).

Estudios moleculares recientes (Mirusav y col., 1999) dan a conocer agunos
mecanismos que podrian explicar los cambios en las propiedades fisicas o fisico-
quimicas que sufre el agua u otras soluciones acuosas después de su tratamiento
magnético, encontrandose que se puede perturbar la interfase gag/liquido vy
consecuentemente modificar las interacciones de las moléculas de agua con iones
disueltos y coloides suspendidos.

EnlaTablal-1 se muestran las variaciones de algunas magnitudes fisicas reportadas por
diferentes autores (Rodriguez y col., 1998; Viltre y col., 1999; Parsons y col., 1999;
Mirudlav y col., 1999). Esta tablarevela que lamayor influenciadel campo magnético es
en la tension superficia, la que varié significativamente en la Solucion tratada



magnéticamente con respecto a la no tratada y aument6 con la induccion magnética y
velocidad de flujo, segin Rodriguez y col., 1998. El cambio en la tension superficia de

las soluciones tratadas magnéticamente trae consigo que estas se hagan humectantes y

por ende penetren muy facilmente en las células y los tgjidos (Bardasano, 2000).

Tabla|-1 Efectos del tratamiento magnético aplicado ala Solucidn de sales en diferentes
inducciones magnéticas y velocidades de flujo mediante el comportamiento de los
valores medios de diferentes parametros fisico—quimicos en lamisma.

Pardmetros | Solucion sin tratar Solucioén tratada magnéticamente
magnéticamente
N =10 B=003T y V| B=013T y |B=003T) yV|B=013T y V
=10m/s V=10m/s =15m/s =15m/s
Densidad 3, 2684 + 4x10* 3,26 84 + 4x10* 3,26 84 + 4x10* 3,26 84+ 4x10* | 3,26 84 + 4x10*
(g/mL)
Viscosidad 56+0,2 56+0,2 56+02 56+0,2 56+02
(Pas)
indice de 1, 3366 + 2x10* 1, 3366 + 2x10* 1, 3366+ 2x10* | 1,3366+2x10% | 1, 3366 +2x10*
refraccion
pH 5,92 5,92 591 5,90 5,92
Absorbancia 0,083 +5x 10°® 0,081 + 5x 10°° 0,080 + 5x 10°° 0,082 + 5x 10°° 0,081 +5x 10°°
DO (378 nm)
DO (528 nm) 0,065 0,061 0,061 0,061 0,061
Tension 0,07425 + 4x10* 0,07439 + 4x10* 0,07443 + 4x10* | 0,07448 + 4x10* | 0,07449 + 4x10*
Superficial

(N/m)
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Efectos del tratamiento magnético a CM-95 en € tiempo

En lafigurall-1 se muestra el efecto postratamiento de la Solucion CM-95, inoculada en
ratones Balb/c a diferentes tiempos de su tratamiento magnético, a través del
comportamiento de macrofagos peritoneales. Esta figura revela que después de tratada la
Solucion CM-95, la duracién del efecto de tratamiento magnético incrementa con €l
aumento de la induccién magnética. En e caso de GTM2 e efecto duré 150 minutos,
mientras que para € GTM4 esta fue superior a los 180 minutos (aproximadamente
240 minutos por interpolacion de datos), a partir de estos tiempos no se encontraron

diferencias significativas con respecto al GCN y GSTM.

10°células /ratén 1 - —o—GTM4 CM-95
T™ (0.12T)"

—8—GTM2 CM-95

1 (0.05T)
4 B
X\%ﬁ —¥—GSTM CM-95

ST™M

0 8—GCN Animales
10 30 60 90 120 150 180 sin inocular”

Tiempo en minutos

Figura IlI-1.Efectos de la Solucion CM-95 sobre macrofagos

peritoneales de ratones Balb/c inoculada a diferentes tiempos de su

tratamiento magnético. El grupo GTM4 mantuvo efectos hasta tiempos

superiores a 180 minutos y el GTM2 hasta los 150 minutos.
Estos son los tiempos para los cuales la Solucion CM-95 TM conserva su memoria
magnética, es decir es el tiempo que transcurre desde que la dicha Solucion ha sido
excitada por la accién del capo magnético estatico, hasta que retorna a su estado inicia
antes del tratamiento. Durante € tiempo que se mantuvo excitada la Solucion CM-95
tratada magnéticamente para los dos valores de induccion magnética, se observo que €
numero de macrofagos fue significativamente mayor P < 0,05 al de GSTM y GCN, y
mas acentuado para € GTM4 e que presentd diferencias significativas con todos los
grupos P < 0,05. No se encontraron diferencias significativas entre el GSTM y GCN.
Las diferencias significativas encontrada dentro de los grupos tratados respecto a las de
sus respectivos controles, pudieran ser explicadas porque la accion del campo magnético

estatico, puede inducir cambios en las propiedades fisico-quimicas de la Solucion



CM-95, las cuales dependen de la fuerza magnética que gerce e campo magnético
sobre la Solucion CM-95. Esta fuerza depende de la susceptibilidad y volumen de la
Solucion, de la induccién magnética y del gradiente de campo magnético. De estos
parametros, solo la induccion magnética vario, manteniéndose constante € resto de los
parametros en los experimentos desarrollados. Este hecho explica € por qué las
diferencias encontradas entre los grupos tratados.

Los cambios mencionados en CM-95, pudieran ser debido a interacciones del campo
magnético estético con los iones en la Solucion y/o a la reorientacion de los momentos
magnéticos de la misma, que pudieran ser la causa posible de los cambios en su tensién
superficial previamente reportada por Rodriguez y col., 1998 y en diferentes saes
tratadas con un CME por Viltre et a., 1999.

1.2 Memoria magnética en el tiempo de CM-95 TM e inoculada en ratones Balb/c
cn unay dosdosis

La figura I1.2 muestra la memoria magnética adquirida de la Solucion CM-95 tratada
magnéticamente con una sola dosis de induccion magnética en t = 0 minutos e inoculada
en ratones Balb/c, a través del comportamiento de macréfagos peritonedes. En esta
figura se observa que la duracién de la memoria magnética de la Solucion CM-95
tratada con un solo estimulo de induccion magnética (dia cero) fue superior a
360 minutos. Un hecho interesante que se destaca en esta figura es € incremento
significativo del nimero de macrofagos peritoneales en € GTM4 después de los
180 minutos, con respecto a GSTM y GCN, cuando la conducta esperada debia ser la
disminucion de este nUmero hasta tender a de estos grupos. Se encontraron diferencias
significativas en e nimero de macrofagos peritoneales en el GTM4 con respecto al de
GSTM y GCN, excepto a los 180 minutos con el GSTM (P < 0,05); entre los grupos
controles no se encontraron diferencias significativa hasta los 180 minutos. A partir de
este tiempo € nimero de macréfagos peritonedes en e GSTM incrementd

significativamente en comparacion con el de GCN.
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Figura I1-2 Efectos de la Solucién CM-95 TM sobre macréfagos

peritoneales inoculada en dosis Unica en ratones Balb/c una vez

tratada a diferentes tiempos de su inoculacion. EI GTM4 presento

valores superiores a los controles en todos lo tiempos.
También se corroboré que la duracion de la memoria magnética de CM-95 es superior a
360 minutos a través de la actividad de la enzima lisosomal fosfatasa acida, segun se
indica en la figura 11.3. En esta figura se muestra un incremento significativo en este
pardmetro para el grupo GTM4 con respecto a de GSTM y GCN (P < 0,05), pero no asi
entre estos dos grupos controles. Otro hecho importante a destacar es e aumento de la
enzima lisosoma en GTM4 después de los 180 minutos, cuando e comportamiento

esperado era que €l valor de este parametro tienda al del GSTM y GCN.
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Figura II-3 Efectos de la Solucion CM-95 TM sobre la fosfatasa acida
lisososmal en dosis Gnica en ratones Balb/c una vez tratada a
diferentes tiempos de su inoculacion.EL GTM4 estimul6 la actividad de
esta enzima con valores supeiores a los controles



Enlasfiguras1l.4y 11.5 se muestran el efecto de memoria magnética de la Solucion
CM-95 cuando fue tratada magnéticamente con la misma dosis t = 0 minutos y
120 minutos; a través del numero de macrofagos peritoneales y e comportamiento de la
enzima fosfatasa acida lisosomal, respectivamente. Estas figuras indican |a potenciacion
de estos parametros en el GTM4 en comparacion con aguellos obtenidos en e mismo
grupo, correspondiente a CM-95 TM con una sola dosis t = 0 minutos, mostradas en las
figurasil.2y 11.3.

Las figuras 1.4 y 11.5 muestran que € uso de dosis repetitivas de CM-95 TM, en dos
instantes de tiempo, increment6 significativamente (P < 0,05) la duracién del efecto
memoria en la Solucion (por encima de 480 minutos), con respecto a la de una sola
dosis. En estas dos figuras también se destaca e hecho que después de los 240 minutos
en GTM4 hubo un incremento en ambos parametros, cuando la conducta esperada era
una disminucién en ellos, hasta tender alos valores correspondientes de sus respectivos
grupos controles. En el GTM4 para estos dos parametros se encontraron diferencias
significativas con respecto a los controles P < 0,05. Lafigura 11.4 revela € incremento
significativo en el nUmero de macrofagos peritoneales parael GSTM con respecto a del
GCN a partir de los 180 minutos de la primera inoculacion. También en el GSTM se
observd un incremento significativo en la actividad de la enzima fosfatasa écida
lisosomal (P < 0,05) en comparacion con ladel GCN en € intervalo de tiempo de 180 a
240 minutos.

Los posibles cambios inducidos en la Solucion CM-95 TM pudieran explicar su efecto
memoria medido indirectamente a través e nimero de macréfagos peritoneales y de la
actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal. Este efecto memoria es dependiente de
la induccion magnética, del nUmero de veces que se repite la dosis de inoculacion de la
Solucion CM-95 TM en los ratones.

La memoria magnética adquirida por la Solucion CM-95 TM alcanzé valores elevados
cuando se inocul6 ent = 0y alos 120 minutos, a través de los pardmetros evaluados,
posi blemente porque indujo cambios mas acentuados sobre las células que la recibieron
y por ende un mayor retardo en el tiempo que transcurre desde que dicha solucion ha
sido excitada hasta que tiende a estado de la misma cuando no es tratada
magnéticamente.



Los efectos ddd CEM sobre CM-95, pudieran ocasionar cambios conformacionales
reversibles sobre la misma, o0 sea, cambios ciclicos de su estado fisico que conducen a
una mayor interaccion de esta Solucion con las cargas eléctricas y los canales ionicos
presentes en la membrana de las células, asi como cambios en la permeabilidad de estas.
Estos cambios conformacionales se hacen més acentuados con € aumento de la
induccion magnética, 1o que pudiera explicar los cambios significativos obtenidos en €l
nimero de macrofagos peritonedles y la activacion de la enzima fosfatasa écida
lisosomal para el mayor valor de induccion magnética usado.

Existe una diversidad amplia de teorias que explican la existencia de estos cambios
conformacionales, tales como: 1) cambios en la estructura del agua y de las soluciones
acuosas. Aqui se supone que € campo magnético afecta los enlaces por puente de
hidrégeno debido a cambios reportados en las propiedades del agua tales como
absorbancia de la luz, tension superficial y pH. 2) € tiempo de relgacion de estos
enlaces es muy rapido y la intensidad del campo magnético muy pequefia para tales
efectos, 3) la energia de enlace por puente de hidrogeno entre las moléculas de agua
(25 kJ/mol) es aproximadamente 23 veces mayor gue la suministrada a agua durante un
tratamiento magnético con unainduccion de 0,1T, la cua acanza 0,105 kJ/mol, apenas
suficiente para cambiar |a temperatura del agua tratada magnéticamente en 1 °C, 4) d
cambio en la orientacion de los espines nucleares de los &omos de hidrégeno en la
molécula de agua. Los espines de los nicleos de dos atomos pueden estar orientados en
un sentido (orto - hidrogeno) o en sentido contrario (para - hidrégeno). Como resultado
de la accion del campo magnético la relgacion metaestable entre las cantidades de
modificaciones orto y para existente en la molécula de agua se atera. La energia
necesaria para el uso de una a otra es de ciento de veces menor gue la energia requerida
para la ruptura de los enlaces por puente de hidrogeno y es por eso que € agua puede
reaccionar a las mas débiles reacciones de campo magnético externo, 5) un incremento
de la nucleacion en e seno de la solucion. Sin embargo, cientificos europeos, sobre la
base actua de la teoria de cristalizacién, han concluido que cualquier efecto sobre la
nucleacion heterogénea tendria un tiempo de relgacion de nanosegundos y que seria
improbable algun efecto sobre la nucleacion homogénea aln después de la exposicion a

un campo relativamente fuerte (0,5 T) [Miruslav y col., 1999].
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Figura 1I-4 Efectos de la Solucion CM-95 TM sobre macréfagos
peritoneales en dos dosis a diferentes tiempos de inoculada en ratones
Balb/c. El GTM4 aumenté sus efectos en el tiempo con respecto a los
controles.

Actividad de la
fosfatasa acida
lisosomal nmol de
paranitrofenil /10°
macrofagos en 60
minutos

70 -
60 -
50 4
40 4
30 4
20 1
10 1

10 30 60 90 120 150 180 220 280 320 380 420
Tiempos (minutos)

——GTM4 CM-95
0,12 T)"

——GSTM CM-95
ST™M

GCN Animales
sin inocular.

Figura 1I-5 Efectos de la Solucion CM-95 TM sobre la Fosfatasa
acida lisososmal en dos dosis a diferentes tiempos de inoculada en
ratones Balb/c. El GTM4 dupic6 y mantuvo sus efectos en el tiempo
respecto a los controles.
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Figura 1111-1 Incorporacion de Hipoxantina Tritiada en glébulos rojosde ratones
NMRI infectados con 10% de de P.chabaudi (P-130 )tratados con CM-95 TM.
El GTM4( CM-95 TM )inhibi6 el Parasito similar a la Cloroquina (GCP) in vitro
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Figura I11.2 Unidades formadoras de colonias macroscopicas enddgenas
en bazo de ratones Balb/c inoculados por via I.P. en un esquema de
cinco dias con tres inoculaciones.GTM4( CM-95 TM) con valores
similares al GCP ( BCG).
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Figura 111.3 Unidades formadoras de colonias macrosoépicas enddgenas en
ratones Balb/c inoculados por via I.P. con dos dosis de CM-95 TM.GTM4 ( CM-
95 TM )con valores superiores a los controles (GSTMy GCN ).



BIBLIOGRAFIA DEL AUTOR

» Martinez CE, Infante J., SierraG., Delgado L., Cobas G., et a. Evaluacion dela
Sustancia CM-95 tratada magnéticamente como inmunopotenciador con
antigenos particulados en ratones Balb/c por via Intraperitoneal.: Vaccimonitor
1999, 8 (11):2-6.

= Morris H., Martinez C.E, Abdala R., Campos D. Adyuvantes inmunoldgicos.
Revista Cubana de Investigacion Biomédica 1999; 18(2):130-7.

» Martinez CE, Cobas G., Lebeque Y., Fontaine R, Pérez |, Almenares J, Morris
H. Evaluacion de la Sustancia CM-95 tratada magnéticamente como
inmunopotenciador con antigenos de Pseudomonas aeruginosa. Biotecnologia
Aplicada. 2003; 20: 22-25.

» Martinez C.E., Pé&ez I., Fontaine R., Morris H. Efectos de la Solucion salina
CM-95 tratada magnéticamente en calidad de adyuvante inmunolégico para la
obtencion de un suero somatico antibacteriano en Conegjos Nueva Zelandia
Blancos. Animales de Experimentacion 2003, 6(3). (Aceptado a publicar).

= Martinez C.E., Pérez I., Fontaine R., Morris H. Efectos de la Solucién de sales
CM-95 tratada magnéticamente sobre células mononucleares humanas y de
ratone Balb/c. Revista Biotecnologia Aplicada, Entregado a publicar 2004 (en
proceso de arbitrgje).

» Martinez C.E., Pérez |.P., Santos W., Sierra G.G., Morris H.Q., Tamayo V.O.,
Bergues L.E.C. y Fontaine R.A. Biologic effects of the magnetically treated CM-
95 Solution (submitted to Bioel ectromagnetics), 2004



Bibliografia del Autor 124

Patente.

Martinez C.E., Rodriguez B., Cobas G., Hurtado A., Pérez |., Correa M.
Solucion adyuvante. Patente cubana. Resolucion No. 114/1999. Julio 14.
Certificado No. 22583.

Otras publicacionesrelacionadas con la temética.

Martinez C.E., Pérez I., Cobas G., Sarmiento R., Almenares J., Garcia R, et .
Obtencién de sueros policlonales para detectar bacterias del género Bacillus.
Revista Electr., Cienciaen su PC. 1988.

Martinez C.E., Pérez |., Heredia J., C&denas J. Establecimiento de un
procedimiento inmunoldgico para € control de calidad de biopreparados de

Bacillus thuringiensis. Revista Elec. Cienciaen su PC. 1988.

Presentacion de los resultados en Eventos nacionales e inter nacionales.

Martinez C.E., Infante J., Sierra G., Delgado L., Cobas G., et a, Evaluacion de
la Sustancia CM-95 como adyuvante inmunolégico. Forum naciona de
electromagnetismo Aplicado Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado.8
de Octubre, 1996. Santiago de Cuba.

Martinez C.E., Sierra G., Lebeque Y., Santos W., Cobas G., Almenares J.,
Fontainer R. Evaluacion de la Sustancia CM-95 tratada magnéticamente
inoculada por via subcutanea e intravenosa junto aun antigeno particulado como
inmunopotenciador. 11 Jornada Nacional de Inmunologia. Ciudad de la Habana.
Sociedad de Inmunologia. 8-10 de Diciembre, 1997.

Martinez C.E., Infante J., Sierra G., Delgado L., Cobas G., et a. Evaluacion de
la Sustancia CM-95 tratada magnéticamente como inmunopotenciador con
antigenos particulados en ratones Bab/c por via Intraperitoneal |1 Jornada
Nacional de Inmunologia. Ciudad de la Habana. Sociedad Cubana de
Inmunologia. 8-10 de Diciembre, 1997.

Martinez C.E.; Pérez |., Sierra G., Santos W., Morris H., Tamayo V., Fontainer
R., Almenares J., Cobas G. Efectos Biolégicos de la Sustancia CM-95 tratada



Bibliografia del Autor 125

magnéticamente. | Congreso Naciona de Inmunologiay Il Jornada Nacional de
Inmunologia. Ciudad de laHabana ,3-5 DIC, 1998.

» Martinez C.E.; Pérez |., Sierra G., Santos W., Morris H., Tamayo V., Fontainer
R., Almenares J., Cobas G. Efectos inmunobiologicos de la Sustancia CM-95
tratada magnéicamente. XII Forum Tecnoldgico Especia Naciona de
Electromagnetismo Aplicado. Ciudad Santiago de Cuba .16 de Octubre, 1998.

» Martinez C.E., Pérez |., Heredia J. Establecimiento de un procedimiento
inmunologico con sueros anti Bacillus para e control de calidad del
biopreparado de Bacillus thuringiensis .REDBIO 98. Encuentro L atinoamericano
de Biotecnologia Vegetal. Habana 1-5 Junio, 1998.

» Martinez C.E.; Pérez |., Fontaine R., Morris H. Efectos de la Solucion CM-95
tratada magnéticamente en calidad de adyuvante inmunoldgico parala obtencion
de un suero somatico antibacteriano en Congjos Nueva Zelandia Blanco. 11 taller
Internacional de Bioelectromagnetismo .Santiago de Cuba .14-17 Agosto, 2000.

» Martinez C.E., Péez 1., Morris H., Tamayo V., Fontainer R. Efectos de la
Solucion CM-95 tratada magnéticamente sobre diferentes componentes celulares
dela Respuesta inmune. Il Taller Internacional de Bioelectromagnetismo.
Santiago de Cuba. 14-17 Agosto, 2000.

» Martinez C.E., Pérez |., Santos W., Morris H., Fontainer R. Efectos biol 6gicos
de la Solucion de sales CM-95 tratada magnéticamente en intensidades de
0,01-0,16 T (100- 1600 G). Il Taller Internacional de Bioelectromagnetismo.
Santiago de Cuba. 14-17 Agosto, 2000.

= Martinez C.E., Efectos de CM-95 tratada magnéticamente como adyuvante
inmunologico para la obtencion del Kit Diagnodstico anti- Bacillus. Conferencia
en el Taller Nacional de Generalizacion del Kit Diagndstico anti Bacillus. Centro
de Convenciones Heredia de Santiago de Cuba. 18 de Mayo, 2000.

= Martinez C.E., Pérez |., Cobas G., Heredia J., Toro M. Introduccion en dos
provincias orientales del serodiagnostico para € género Bacillus en € proceso
productivo de Bioplagicidas .AGROBIOTEC. Biotecnologia. Habana 2002, 29
de Noviembre, 2002.



Bibliografia del Autor 126

Martinez C.E., Pérez |., Morris H., Fontainer R. Inmunopotenciacion de CM-95
tratada magnéticamente sobre células blancas de la sangre. 17™ Conferencia
Internacional de Quimica. Santiago de Cuba. 6 de Diciembre 2002.

Heredia J. Martinez C.E. et a. Deteccion de contaminantes € género Bacillus,
mediante el uso del Kit diagnostico anti- Bacillus en € control e calidad de los
biopreparados en los CREE. XV Forum de Cienciay Técnica Especia de salud.
Santiago de Cuba, 7de Noviembre 2003.

Premios Recibidos.

Martinez C.E., Pérez |., Cobas G., Fontaine R. Obtencion d sueros policlonales
para detectar bacterias del género Bacillus. Enero, 1995.PREMIO ANUAL
PROVINCIAL CITMA.1995.

Martinez C.E., Pérez |., Heredia J., C&denas J. Establecimiento de un
procedimiento inmunol6gico con sueros anti Bacillus para € control de calidad
del biopreparado de Bacillus thuringiensis. PREM1O ANUAL PROVINCIAL
CITMA 1996.

Diploma a losresultados.

Martinez C.E., Infante J., Sierra G., Delgado L., Cobas G., et a, Evaluacion de
la sustancia CM-95 como adyuvante inmunoldgico. Fue seleccionado como
resultado destacado en €l X1l Forum Naciona de Electromagnetismo Aplicado;
1998.

Martinez C.E., Pérez |., Sierra G., Santos W., Morris H., Tamayo V., Fontainer
R., Almenares J., Cobas G. Efectos inmunaobioldgicos de la Sustancia CM-95
tratada magnéticamente. Por haber sido seleccionado como destacado en € XlI
Forum Tecnolégico Especial Nacional de Electromagnetismo Aplicado. Ciudad
Santiago de Cuba 1998.



	Cartula Tesisi I.pdf (p.1-3)
	Pensamiento IA.pdf (p.4)
	IDedicatoria II.pdf (p.5)
	Agradecimientos III.pdf (p.6)
	Síntesis-1 IV.pdf (p.7)
	INDICEtes V.pdf (p.8-10)
	Abreviatiuras VI.pdf (p.11-12)
	INTRODUCCION- VII.pdf (p.13-17)
	Revision Bibliografica VIII.pdf (p.18-43)
	Materiales y Métodos  IX.pdf (p.44-61)
	Resultados y Discusión defensa 1 X.pdf (p.62-109)
	CONCLUSIONES-Recomendaciones-1 XI.pdf (p.110-111)
	Referencias  Bibliográficas-1 XII.pdf (p.112-136)
	AnexoXII.pdf (p.137-150)
	Bibliografía del Autor XIII.pdf (p.151-154)

