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RESUMEN

OBJETIVOS: Comparar la respuesta celular v la reachOn tlsular |oca| postenor ala
inoculacion de tres diferentes adyuvantes Inmunoléglcos Describlendo la respuesta
inflamatoria y estimando el alcance de la respuesta inmune local envtérmlnos cualltatlvos.

Describir y comparar el grado especifico de reaccion local que genera el gel de Fe

dextrano con respecto al control.

METODOLOGIA: Se emplearon 20 ratas de la cepa Wistar SPF, con peso de
300 gr. (+-10). El acondicionamiento fue el propio del Bioterio de la Unidad de Posgrado
de la FO, UNAM. Se formaron 4 grupos de forma aleatoria (un control vy tres
experimentales). Administrando por via IM (region inguinal), solucion salina 5% al grupo
control, adyuvante completo de Freund (FCA) al grupo experimental 2, suspension de
hidroxido de aluminio [AI(OH)z] v magnesio [Mg(OH)z] al grupo 3, v gel de Fe dextrano al
grupo experimental 4. Se hicieron registros continuos de las condiciones clinicas locales
de las zonas infiltradas; se sacrificaron los animales en cuatro etapas, disecando tejido
muscular y piel. Los tejidos se procesaron para inclusion en parafina. La tincion para su

observacion al microscopio de luz fue la de rutinacon H vy E.

RESULTADOS: Los especimenes tomados de piel no reportaron cambios
significativos, presentando una estandarizacion (en términos cualitativos) de la respuesta
inflamatoria con respecto al control en las primeras 72 hrs. Las posteriores biopsias
mostraron una reaccion nula a nivel de este tejido. Durante la cirugia dirigida, el tejido
muscular indico una reaccion importante en el grupo del FCA en un lapso corto de tiempo
(72hrs)), dicha reaccion se extendia sobre la fascia y penetraba el musculo,
encontrandose bien delimitada; la cual decrecio a lo largo del estudio. Asimismo, el grupo
experimental al que se administro el Al(OH)s desarrolld una lesion en un periodo de 7 a 14
dias, semejante a la del grupo experimental donde se inoculo el FCA. Vistos al microscopio
de Juz, ambos casos presentaban un incremento importante en la poblacion de

neutrofilos polimorfonucleares, linfocitos, fibroblastos y células plasmaticas a medida que
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avanzaba el estudio. El grupo experimental del gel de Fe dextrano mantuvo una reaccion
inflamatoria de leve a moderada, con presencia importante de linfocitos y macrofagos
(fagocitando el hierro).
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INTRODUCCION

No es solo un paso mds sobre la tierra:
es el giro que funda en su armonia
el sentido del mundo y de los cuerpos...

Roberto Vallarino

No obstante vivir en un medio altamente contaminado por agentes agresores reales o
potenciales, el hombre v los animales normalmente no sufrimos sus impactos. Ello se
debe a que poseemos una serie de mecanismos defensivos v protectores que nos
aseguran cierta integridad; cuando alguno de estos mecanismos falla o presenta
deficiencias se producen agresiones al organismo.

Es innegable que a diario nuestro organismo libra batallas contra un sinfin de
infecciones, sin embargo, nuestra conciencia de este hecho esta muy por debajo de ia
importancia real que tiene para nuestra integridad el buen funcionamiento del sistema
inmunologico.

Las mismas condiciones y exigencias de la profesion hacen que buena parte de
nuestra labor consista en tratar con procesos infecciosos constantemente, incluso
recurrentes y cronicos. Pero no somaos nosotros quienes generamos las condiciones que
llevaran al organismo a la homeostasis, Por si mismo, nuestro cuerpo es capaz de resolver
satisfactoriamente la mavoria de los eventos agresivos que amenazan la continuidad del
estado de salud.

La “inmunidad” es, ciertamente, un proceso gue se va definiendo con el tiempo
pero que desgraciadamente no es totalmente definitivo, aunque si altamente efectivo a
medida que el sistema obtiene “memoria”. Es esta busqueda de “memoria”, la que hace al
hombre indagar, explorar, investigar los medios mas eficaces y seguros que lo conduzcan
a obteneria. Y entonces existen observaciones primero, experimentos v luego estudios
mas elaborados, en busca de las condiciones y/o factores necesarios para lograrlo.

Por tales motivos tenemos hoy en dia una herramienta de esencial importancia en cuanto

a salud publica se refiere, las vacunas o inmunizaciones.
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Regresemos a nuestros primeros dias, por ejemplo, cuando la forma mas eficiente
de obtener proteccion ante infecciones era la suministrada por 1a madre, primeramente
por el cordon umbilical y poco mas tarde a través de la leche materna (calostro). Aunque
no es duradera la proteccion que nos confiere, los antecedentes inmunologicos que se
registran son de gran valor. Igualmente es en l0s primeros meses v anos de nuestra vida,
se Nos concede una proteccion extra al ser inmunizados.

No hay mas que voltear hacia las investigaciones que se realizan hoy en dia para
darnos cuenta de que los retos que se nos presentan requieren de estudios serios v
profesionales. Esta el ejemplo mas claro, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), el que en este momento no solo ocupa un lugar importantisimo en cuanto tiempo
v recursos destinados a su solucion, sino también a sus cuestiones sociales vy legales.

El elevado costo de los tratamientos en la actualidad hacen necesaria la busqueda
de alternativas que resulten mas economicas, procesos practicos, menos onerosos y de
resultados fiables.

También estan otras investigaciones, incluso algunas que en el papel parecerian un
tanto idilicas. por asi decirlo, como la vacuna contra la caries dental; o tan desafiantes
como resulta el transplante de organos, y que decir de las enfermedades autoinmunes:
diabetes insulinodependiente, lupus eritematoso, etc. En cuyos casos siempre estaran
involucrados procesos inmunologicos, fundamentales en la continuidad v procuracion de

nuestro estado de fa salud.
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ANTECEDENTES

El termino inmunidad proviene del latin immunitas, que significa exencion o privilegio,
pero el concepto seguramente es muy antiguo. Tucidides, durante la peste que asold
Atenas, va habia comprobado como las personas que hablan pasado la enfermedad
fuedaban “protegidas”, siendo por ello muy ttiles para atender a [os enfermos. !

La inmunologia se ocupa del estudio de los mecanismos por los cuales los seres
vivos se defienden contra aquello que les es extrano (antigeno-inmunodgeno). El sistema
encargado de la defensa se conoce como sistema inmunitario v comprende una serie de
6rganos, celulas y componentes moleculares repartidos en todo el organismo.”

INMUNOGENO - ANTIGENO

Se define como inmunodgeno aquella molécula capaz de inducir una respuesta
inmune, siendo un antigeno aquella competente para reaccionar con un anticuerpo.
Aunque muchas veces son usados como sindnimos, existen rasgos de cada uno que los
diferencian y hacen particulares a cada caso. Si una molécula es inmunogénica, también
es antigénica; sin embargo, a la inversa no siempre funciona asi; como por ejemplo, el
caso de los haptenos, que son moléculas de peso molecular determinado, algunas de
complejidad estructural, que pueden ligarse a anticuerpos preformados; v sin embargo,
por si mismos no desencadenan respuesta inmune, es decir, No son inmMunodgenos.

Los antigenos exhiben una serie de propiedades inmunologicas:
s Inmunogenicidad: capacidad de inducir una respuesta inmune especifica, humoral

v/0 celular (en este sentido, antigeno seria sindnimo de inmundgeno).

e Antigenicidad: capacidad de combinarse con anticuerpos y/o con receptores de
células T (TCR).
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Alergenicidad: capacidad de inducir algun tipo de respuesta alérgica. Los alergenos
son inmunogenos que tienden a activar ciertos tipos de respuestas humorales o
celulares que dan sintomas de alergia.

Tolerancia: capacidad de inducir una falta de respuesta especifica en la rama
celular o en la humorat.*

En las definiciones anteriores de antigeno e inmunogeno, se explica “lo que hace”, mas

no “lo que es”. En términos fisicoquimicos los inmundgenos son macromoléculas, de alto

grado de complejidad estructural, que son solubles o pueden ser fragmentados por los

macrofagos v que por Ultimo, son extrarios al organismo. Por tanto, las caracteristicas

de un antigeno son:

Tamano macromolecular: debe tener un peso molecular minimo de 10 000
daltons. Las moléculas de menor tamano son poco antigénicas (insulina P.M. 5 700,
por ejemplo); cuanto mavor es el peso molecular de una sustancia, mas elevada
sera la posibilidad de que funcione como antigeno.

Complejidad molecular: el alto peso molecular no es suficiente para conferir
antigenicidad. L.a composicion v secuencia de las unidades estructurales de la
molécula constituyen su unidad primaria. Ahora bien, el tamano de la cadena o
unidad primaria puede ser muy grande vy aun asi no poseer caracteristicas
antigenicas, por ejemplo, el Teflon» carece de complejidad molecular a pesar de
ser una molecula de gran tamano.

Solubilidad: otro argumento para explicar la falta de antigenicidad de polimeros
sinteticos es su insolubilidad en liquidos del cuerpo v la imposibilidad de que
enzimas tisulares los conviertan en formas solubles.

Caracter de extrano: para que sea antigénica, la macromolécula debe provenir de
una fuente extrana, sea distinta o de la misma especie del organismo inmunizado.
Cuanto mas distante y/o extrana sea la fuente del antigeno, mayores seran sus
propiedades antigénicas.’
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MECANISMOS DE DEFENSA

Existen medios que permiten la integridad del huésped antes de que se produzca una
infeccion, estos son de tipo inespecifico y especifico.’

INESPECIFICOS
- Barreras fisicas (piel y mucosas)
- Barreras quimicas (antienzimas, p. e. hlaluronldasa)
- Fagocitosis k
- Interferon
- Respuesta inflamatoria
- Sistema de Complemento

ESPECIFICOS
- Inmunidad
o  Activa
- 'Espontanea

= Artificial
. ° Pasiva . 8
* ‘Congénita

- Artificlal

MECANISMOS INESPECIFICOS

La plel vy las mucosas proveen de una barrera fisica fundamental ante la invasion
de microorganismos, siendo la integridad de estas su mejor argumento de defensa Es
bien sabido que la falta de continuidad de alguna de estas barreras es una entrada directa

que facilita la infeccion. '
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Otro importante mecanismo de defensa inespecifico son las enzimas. Una de las mas
importantes, la lisozima, es capaz de romper azucares de aminopolisacaridos con la
consecuente despolimerizacion de los mucopolisacaridos de la membrana celular, »
destruyendo la integridad bacteriana. En el ser humano las concentraciones maximas de
enzimas se pueden encontrar en lagrimas, moco, saliva y calostro.

En el plasma normal se encuentran diferentes antienzimas, que antagonizan con
productos enzimaticos de bacterias, como ejermplos tenemos la anti-hialuronidasa, que
actua contra la hialuronidasa bacteriana v las anti-proteasas que inhiben la accion
proteolitica de enzimas bacterianas. *

Un mecanismo inespecifico de gran relevancia: la fagocitosis, se lleva a cabo,
preferentemente, por los macrofagos. Los monocitos emigran a los tejidos periféricos,
donde asumen la funcion de macrofagos, o que ha llevado a plantear el concepto de una
unica unidad funcional, el sistema monocito-macrofago (sistema mononucliear
fagocitario) compuesto por los monocitos circulantes, sus precursores de la médula osea
v los macréfagos de los tejidos tanto libres como fijos (histiocitos). Dentro de este
sistema se incluyen también las celulas de Kupffer del higado. la microglia del SNC, las
célutas de Langerhans de la piel, células presentadoras de antigeno de érganos linfoides y
los osteoblastos del hueso. Ni las células endoteliales de los vasos ni las ceélulas reticulares
v los fibroblastos de los organos linfoides., que pueden poseer cierta capacidad
fagocitaria, no forman parte de este sistema, aungue si se inclufan en el concepto, hoy
obsoleto, de sistema reticuloendotelial.®

La fagocitosis consiste en la incorporacion intracelular de material extrano, el cual
es desorganizado en varias particulas (mayores de 500 Angstroms). Las células mas
activas en este proceso son los leucocitos polimorfonuclieares vy los macrofagos. La
fagocitosis es el medio mas importante de inactivacion v/o remocion de bacterias v
particulas extranas. Pero los fagocitos no sélo tienen la capacidad de “ingerir” bacterias,
moléculas vy particulas, sino tambien de absorber, incorporar v degradar sustancias
solubles.

Un mecanismo mas de defensa lo constituye el interferon, El descubrimiento de
este factor comienza con la observacion en 1937, de que la presencia de una infeccion
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viral en monos “interferia” con el desarrollo de un segundo virus en el mismo animal. En
1956 se logra la identificacion de una sustancia soluble que ocasionaba este fenomeno;
se demostro que era una proteina con peso molecular de 30 000 daltons. Su estructura
varia con la especie v su produccion no esta ligada unicamente a una infeccidn viral como
se pensaba anteriormente, sino que una gran cantidad de agentes no virales como
bacterias, rickettsias, endotoxinas, etc., pueden inducir la produccion de interferon.”
Considerado inicialmente como una globulina Unica, el complemento representa
un complejo sistema de factores, de los cuales 4 fracciones (C1, C2, Cz v Ca), fueron
separadas como proteinas sericas individuales en base a sus propiedades inmunoquimicas
y fisicoquimicas. Después se encontrd que la fraccibn C. estd formada por 3
componentes v la fraccion Cs por 6. La presencia del complemento en el suero no esta
determinada por la accion de agentes inmunizantes, se le ha encontrado en todos los
animales, pero su concentracion varia de una especie a otra, por edad, sexo y estado
fisiologico. Durante la gestacion v la lactancia el titulo del complemento en suero es muy
bajo. En el recién nacido su concentracion es la mitad que en el adulto v se iguala hasta
los dos o tres meses de vida. Su funcion es la misma en todas las especies. El
complemento se fija inespecificamente a complejos de Ag-Ac, llevando a la lisis celular,
evento que no ocurre en su ausencia®
Y por ultimo, el proceso inespecifico por excelencia: la inflamacion. Incluye los
cambios tisulares que se producen en respuesta a una agresion. Cuando existe lesion
(Fisica, quimica, bacteriana o de cualquier tipo), las ceélulas afectadas liberan sustancias
{histamina principalmente) que pasa a los liquidos vecinos, con las siguientes
consecuencias:
1. Cambios vasculares.- cambios en la permeabilidad vascular, aumento del riego
capilar en la zona lesionada.
2. Respuesta de neutroéfilos.- arribo de células de defensa por "atraccion® al sitio de
lesion.
3. Estimulacion de leucocitos.- durante una agresion, los tejidos liberan una globulina
denominada factor de estimulacion de leucocitos.
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4. Activacion del sistema mononuclear fagocitico.- entran en funciones monocitos,
macrofagos v linfocitos para defender al organismo de agresiones. Estas células
constituyen Ia primera linea de defensa
A grandes rasgos, estos son los acontecimientos en la respuesta inflamatoria;

aunque la respuesta genera una cascada de eventos, no necesariamente suceden en

este orden.

MECANISMOS ESPECIFICOS

Los mecanismos de inmunidad especificos se valen de elementos celulares vy
moléculas de naturaleza proteica, principalmente, para llevar a cabo la respuesta
inmunologica. Existen dos lineas celulares: una mieloide y otra linfoide, que son
responsables de los mecanismos de defensa del organismo.

La linea mieloide lleva la formacion de macrofagos, células NK { por sus siglas en
inglés, natural killer) v neutrofilos polimorfonucleares. Elementos que participan en la
respuesta inmune de tipo inespecifico. La segunda, es la linea linfoide que da lugar a
linfocitos T (dependientes del Timo), v B (dependientes de Ia medula dsea).?

LINFOCITOS T
- Inmunidad celular
- Funciones: coadyuvantes, citotoxicas y supresoras
- VRecono'cyen antigeno

LINFOCITOS B

- Inmunidad humoral
- ‘F'ormadc,ares de anticuerbos (inmunoglobulinas)
-~ Células de memoria '
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RESPUESTA INMUNE CELULAR
Linfocitos T {células T)

Se originan en la medula 6sea, pero desarrollan sus caracteristicas especificas por un
proceso de maduracion en el timo. Circulan por la sangre vy los tejidos del organismo,
ademas pueblan zonas especificas de organos linfoides especializados. '

Se dividen en tres subpoblaciones funcionales basicas:

e Linfocitos T cooperadores o helper (Th). Las células Th secretan linfocinas v,
por tanto, ayudan a otros linfocitos a desempenar sus funciones efectoras. Su
participacion es necesaria para estimular a los linfocitos B con el fin de que
produzcan anticuerpos, asi como activar los sistemas de defensa
dependientes de los macrofagos. El principal marcador utilizado para
identificar los linfocitos Th es la molécula CDA4.

e Linfocitos T citotoxicos (Tc). Las células Tc destruyen las células infectadas por
virus vy las células malignas. Para activarse v llevar a cabo sus funciones
citotoxicas deben interaccionar con los linfocitos Th, que modulan ia
respuesta inmunitaria. Las células Tc expresan el marcador de superficie CD8.

e Linfocitos T supresores (Ts). Las células Ts inhiben la respuesta de los linfocitos
Th y, por tanto, modulan la respuesta inmunitaria. Dado que los linfocitos Ts
también expresan e! marcador CD8, las células Tc v Ts suelen agruparse en
una sola subpoblacion de linfocitos T: supresores/citotoxicos (Ts/Tc).

Ltos linfocitos T que han sido estimulados para proliferar en el contexto de una
respuesta inmunitaria son de mayor tamano que las células inactivas v contienen una
cantidad moderada de citoplasma basofilo. Su nucleo es grande y tiene un aspecto
tortuoso (que contrasta con el de los linfocitos B) con la cromatina dispuesta segun un
patron vesicular abierto v un nucléolo visible, lo cual refleja la transcripcion genética
activa.

Los linfocitos T que secretan linfocinas (ante estimulacion antigénica) presentan
un citoplasma basofilo debido a que contienen gran cantidad de reticulo endoplasmico
rugoso v un nucleo grande con un contorno irregular. ®
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL
Linfocitos B (células B) )

Las células B se originan a part de precursores que se’ encuentra, en Ia médula OSea.

Circulan por la sangre y los teJIdos del organlsmo Y también se Iocalizan en Organos'
linfoides especializados,: Cuando - son ~estimulados : por el
transforman en celulas plasmatlcas que son las células que secr

ahtlgeno adécuado,
n la Inmunoglobullnas;
especificas, esto es, antlcuerpos (Fig.1).
Las células B, las células plasmaticas v los antlcuerpos de la sangre y de los liquidos
corporales son los elementos bésicos de la respuesta humoral Durante fa fase en que se
denominan células B de linea germinal, poseen genes comunes que - codifican’ la
produccion de inmunoglobulinas. Durante el proceso,de maduracion, estos genes sufren
un reordenamiento cuya finalidad es que las células adquieran la capacidad de producir
moléculas de inmunoglobulina Unicas que puedan interaccionar espec[flcamente.éc_jn los
antigenos. Asl se genera la diversidad de la respuesta Inmunitarla humoral. Se cree que las”
células capaces de producir una Inmunoglobulina que reconozca un antigeno normal del
organismo {auto-antlgeno) son eliminadas durante el desarrollo. ° '

Fig. 1. Anticuerpo
Tomada del Libro At/as de Histolog/a, Stevens

Las célutas B se caracterizan por su capacidad para sintetizar anticuerpos,
que son glucoproteinas disenadas para unirse a antigenos especificos.
A los anticuerpos también se los denomina inmunoglobulinas. Existen cinco clases
estructurales diferentes de lnmunoglobullnas 1gG, 1gA. 1gD, 1gM e IgE.

Un anticuerpo tiene dos las ligeras
inmunoglobulinicas, que pueden ser del tlpo x O A v las cadenas pesadas
Inmunoglobulinicas, que pueden ser del tipo a.y. 5. p © . Las cadenas
pesadas vy ligeras contienen regiones altamente variables, que constituyen
la zona de union con el antigeno v reglones constantes,
que forman a parte principal de 1a molécula.

Los anticuerpos pueden clrcular por Ia sangre, los liquidos corporales o
permanecer unidos a la superficie de los linfocitos B, donde se comportan
como receptores antigeénicos activando la célula B cuando entran en
contacto con el antigeno apropiado.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Los linfocitos B que participan en la respuesta inmunitaria sufren un proceso de
maduraclc)n por el que pasan de ser pequenas ceélulas inactivas a convertirse en grandes
celulas secretoras de inmunogiobulinas. Por esta razon, su aspecto citoldgico depende de
su nivel de actividad.

Tras originarse en la medula 6sea, las células B desarrollan sus caracteristicas
especificas por un proceso de maduracion en algun punto de los tejidos periféricos que,
en el hombre, todavia no se ha conseguido determinar con exactitud. En las aves, este
proceso se lleva a cabo en una estructura denominada bursa de Fabricio, que es la que
dio origen al término de células B (de bursa o bolsa).

Los linfocitos B inactivos son células pequenas provistas de un citoplasma apenas
discernible. El nucleo es redondeado con una cromatina compacta que refleja la ausencia
de transcripcion de ADN. Los linfocitos B que han sido estimulados para proliferar en el
contexto de una respuesta inmunitaria son de mavor tamafio que los linfocitos B
inactivos vy contienen una moderada cantidad de citoplasma basofilo. El nucleo es grande,
con cromatina vesicular v se puede observar el nucléolo, todo lo cual refleja una
transcripcion genica activa.

Las células plasmaticas son células B secretoras de anticuerpos vy, por tanto, sus
caracteristicas citologicas reflejan su actividad como células secretoras de proteinas, Asl,
su citoplasma es levemente basodfilo, debido a que contiene gran cantidad de reticulo
endoplasmico rugoso v cerca del nucleo se observa una region clara que corresponde al
aparato de Golgi. £l nucleo presenta una cromatina estructurada segun un patrén que se
ha comparado con la esfera de un reloj (0 rueda de carro} excentrico con un nucléolo

grande ubicado en posicion central. !
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ADYUVANTES

Aparte de las variaciones intrinsecas de la respuesta iInmune dependientes del organismo
iInmunizado v del antigeno, esta respuesta también puede ser modificada con
tratamientos especificos. Algunos de estos tratamientos aumentan la respuesta inmune.

Los advuvantes (del latin adjuvare, avudar), son agentes empleados para potenciar
la respuesta inmune. Aunque en general se considera que la “ayuda” solo ocurre en
términos de respuesta de inmunoglobulinas, esta comprobado que algunos adyuvantes
también estimulan la actividad de linfocitos T (inmunidad celular).® '2

La palabra *advuvante” es muy usada en medicina v biologia, pero se emplea
comunmente para referirse a compuestos gque actuan de manera no especifica,
aumentando la respuesta inmune a un antigeno. Una serie de experimentos en 1925
hechos por Gaston Ramon fuercon los primeros en indicar que compuestos adicionados a
la formula de una vacuna producian una exitosa respuesta bioldgica. Ramon encontré que
estas sustancias iban desde sales metdlicas, aceites y tapioca hasta bacterias pidgenas;
dichas sustancias incrementaban la respuesta contra las toxinas del tétanos v la difteria.
Este sencillo experimento dio pauta al estudio de adyuvantes en vacunas.'*

Por razones practicas y de economia fa inmunizacion profilactica deberia
involucrar la minima cantidad de inyecciones y la menor cantidad de antigeno posible, por
lo que los adyuvantes surgen como opciones viables de tratamiento.

E! mecanismo de accion de estas sustancias ha sido objeto de numerosos estudios
v al parecer, existen diversos factores que explican su modo de accion. El antigeno libre
normalmente difunde con mucha rapidez desde los tejidos locales que rodean el sitio de
inoculacién v una de sus funciones importantes es crear un reservorio o depdsito del
antigeno de larga vida. Las investigaciones realizadas han demostrado que virtualmente
todos los adyuvantes activan o estimulan los macrofagos; estos cuando son activados
estimulan la respuesta inmune por un incremento de la cantidad de antigeno expresado
en la membrana celular v por la eficiencia de su presentacion a los linfocitos. El
macrofago también libera factores solubles estimulantes, que amplifican la proliferacion
de los linfocitos. Por otro lado, algunos adyuvantes poseen la capacidad de actuar
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especificamente sobre los linfocitos; pero en general, éstos funcionan mejor si facilitan la
liberacion simultanea del antigeno y de sustancias antigénicas (contenidas en la formula
del mismo advuvante).’

Los adyuvantes pueden entonces considerarse segun su mecanismo de accion:

s Efecto de depédsito (“depot™). Por lo general, el antigeno se dispersa
rapidamente del sitio de la inyeccion; el objetivo de los adyuvantes de este
tipo es contrarrestar este efecto mediante la provision de un reservorio de
vida prolongada del antigeno, va sea extracelular o en el interior de un
macrofago.

e Activacion de macrofagos. Bajo la influencia de los adyuvantes de reposicion,
los macrofagos forman granulomas que proporcionan sitios de interaccion de
células formadoras de anticuerpos.

e Efectos sobre linfocitos. En ratones el aluminio tiende a estimular los linfocitos
Th2, mientras que el adyuvante completo de Freund favorece el subtipo Th1.

e Accion antitumoral. Este efecto es mediado por acciones citotoxicas v

citostaticas de macrofagos activados sobre tumores.'?

Los advuvantes se anaden a las vacunas con el fin de prolongar o de intensificar la
respuesta inmunitaria del organismo frente al antigeno especifico. A diferencia de lo que
ocurre con las vacunas conjugadas, estos adyuvantes no forman uniones estables con las
moléculas antigénicas. De este modo la produccion de anticuerpos o las reacciones de
inmunidad celular son mas enérgicas de lo que serian si se inyectara el antigeno sin
acdyuvante.*

El mecanismo de accion de los diferentes adyuvantes varila mucho, dependiendo
del tipo utilizado. Ef mas comun es el efecto "depot”, proplo de las sales de aluminio, que
consiste en retener el antigeno en el lugar de inoculacion durante el mayor tiempo
posible, evitando su desaparicién en la circulacion sanguinea, v en permitir una reaccion
inflamatoria local que facilite la llegada a esa area de células presentadoras del antigeno y
macrofagos. Hay adyuvantes, como los liposomas, que activan la funcion de las células
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presentadoras y otros como las saponinas, que Incrementan la liberacion de
determinadas citocinas.

Algunas sustancias adyuvantes estimulan la respuesta inmune atin cuando no sean
administradas en el mismo momento o junto con el antigeno, son llamados adyuvantes
de accion central. Probablemente tienen un efecto estimulante directo sobre las células
del sisterna mononuclear fagocitario.'*

La mavoria de los adyuvantes historicamente empleados, como las sales de
aluminio, estimulan de forma muy preferente la respuesta linfocitaria de tipo Th2,
incrementando la produccion de anticuerpos. Por esta razon, se ha valorado la posibilidad
de que las vacunas alteren el equilibrio Th1/Th2 en el organismo infantil. Sin embargo,
también hay otras, como la vacuna de la BCG v los adyuvantes que incorporan
compuestos oleosos, que estimulan la respuesta Th. La eleccion del advuvante de una
vacuna debera sopesarse cuidadosamente en el futuro y no soélo en funcion de la
cantidad de respuesta, sino de dirigirta cualitativamente.

En estos momentos se estan haciendo ensayos con vacunas que llevan anadidas
interleucinas, con el fin de activar el tipo de respuesta inmunitario mas deseable, aunque,
debido al elevado costo, las perspectivas parecen estar mas indicadas en otras formas de

inmunoterapia. '*

Advyuvante Completo de Freund

Uno de los adyuvantes mas conocidos es el adyuvante completo de Freund (FCA,
por sus siglas en inglés). El FCA es una emulsion que contiene aceite mineral, lanolina vy
bacilos tuberculosos muertos. Una inveccion subcutanea o intramuscular de esta mezcia
provoca una reaccion local inflamatoria v granulomatosa. El FCA tiene tanta potencia
como inmunoestimulante que, en algunos casos, puede facllitar la aparicion de reacciones
autoinmunitarias.

El uso de emulsiones comienza alrededor de 1930 con los experimentos de
Freund, quien mezclo aceite de parafina con una solucion de micobacterias muertas. Sin
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embargo resultaba muy toxico para ser empleado en humanos, pues inducia abscesos
esteriles y en algunos casos resultaba carcinogénico en ratones. La emulsion sin la
bacteria, es llamada adyuvante incompleto de Freund, la cual es menos toxica v
anteriormente se empleaba en vacunas contra la influenza v poliomielitis.'*

Después del uso exitoso del FCA en animales de laboratorio v de comprobar los
inconvenientes que tendria su administracion en humanos, se han realizado numerosos
estudios con la intencion de identificar v purificar el o los componentes de la emulsion
que son los responsables del efecto adyuvante. De este modo se ha tratado de hacer
mas simple su preparacion vy de evitar la formacién del granuloma. Los resultados no han
sido completamente satisfactorios, pero de todas formas se han obtenido varios
componentes de la bacteria que tienen una actividad advuvante, sin la toxicidad del
FCA. M

Hasta ahora, solo se han logrado producir varios adyuvantes que estan formados
por pequenas porciones de la pared celular del Mycobacterium bovis. Estos componentes
de la pared celular también han sido encontrados en otros microorganismos como
Nocardia, Bordetella, etc. Uno de los mas conocidos es el muramil dipeptido (MDP) que va
ha sido sintetizado en el laboratorio v ha servido de modelo para producir analogos
sintéticos. Casi todos ellos tienen la propiedad de estimular la inmunogenicidad de los
antigenos v/o la intensidad de la respuesta inmunoldgica contra los determinantes de los
mismos.

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la estimulacion de la respuesta
inmunitaria de un paciente inmunocomprometido que, por ejemplo, padece cancer,
solamente provoca la mejoria de su inmunocompetencia con la consiguiente reduccion en
la incidencia de algunas complicaciones v no necesariamente la curacion de la enfermedad
primaria.

El bacilo de Calmette Guerin (BCG), es una cepa atenuada de Mycobacterium bovis
que también puede actuar como adyuvante. Tiene la capacidad de estimular a los
macrofagos v ha sido utilizado en pacientes con diferentes tipos de neoplasias. El

Corynebacterium parvum es otra cepa que ha sido utilizada como adyuvante porque
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aumenta Ia resistencia a los tumores en ciertas cepas de ratones, probablemente porque
también estimula los macrofagos y aumentan la actividad de las células NK.'®

Hidréxido de Aluminio v Magnesio

A principios del siglo pasado se observd que diferentes sales unidas al material
antigénico, induclan un aumento de la produccion de anticuerpos y de la memoria de la
respuesta inmune en animales que eran vacunados con esas mezclas. Estas sales actuan
fundamentalmente favoreciendo la presentacion de los antigenos al sistema inmune,
mediante el secuestro del antigeno y su posterior liberacion de manera lenta vy
prolongada, asi como produciendo una ligera inflamacion que activa la atraccion de las
celulas presentadoras vy por tanto favoreciendo la quimiotaxis.

El aluminio fue usado como adyuvante a principios de 1926 por Glenny. Los
resultados positivos que obtuvo en sus estudios condujeron a su amplio uso en vacunas
veterinarias y algun tiempo después en humanos. Hoy en dia su uso continua
principaimente debido a su alto margen de seguridad.'?

A lo largo de la historia de las vacunas, y desde el adyuvante de Freund, son
muchos los preparados que se han ensayado como adyuvantes con mas o menos éxito. El
mas utilizado es el aluminio,” en sales de hidroxido o de fosfato. Otros adyuvantes
consisten en componentes bacterianos como: endotoxinas, particutas como liposomas,
emulsiones oleosas v otras moléculas,

El hidroxido de aluminio es empleado preferentemente como adyuvante en
vacunas (virales) del ramo veterinario (aves, equinos, etc.), aunque existen igualmente
vacunas que incorporan el hidroxido de aluminio en su formula v se administran a nifios
(mayores de 2 anos) v a adultos, como por ejemplo, vacunas contra la hepatitis A,

tetanos v difteria; en donde el antigeno se absorbe completamente en el hidroxido de

. L " . . .

El aluminio es de los metales mas abundantes de la Tierra., constituye aproximadamente el 8% de su
corteza. Es el tercer elemento que existe en mayor cantidad, solo superado por el silicio y el oxigeno. Los
grandes vacimientos de bauxita rica en aluminio se encuentran en Venezuela y Canada.
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aluminio, que se utiliza como adyuvante y como adsorbente especifico del antigeno de
hepatitis A (en este caso particular).'” o

Por su parte el hidroxido de magnesio es frecuentemente empleado en
combinacion con el de aluminio.

El objetivo de realizar estudios comparativos es evaluar el efecto de los dos como
adyuvantes, los que por razones practicas y economicas constituirian buenos sustitutos

del adyuvante de Freund.

El hierro como adyuvante

En el ambito internacional, Ia lista de productos naturales y derivados de la sintesis
quimica, con propiedades adyuvantes inmunopotenciadoras, es cada vez mayor, sin
embargo, solo un reducido numero se utiliza en la formulacion de vacunas veterinarias y
humanas, existiendo una tendencia relacionada con la evaluacion de nuevas sustancias
con esta finalidad. En funcidn del campo de aplicacion vy de la relacion
eficiencia/seguridad se pueden reconocer diferentes categorias de adyuvantes, como se
muestra en la Tabla 1.'2

Tabla 1. Relacion entre aplicaciones de 10s adyuvantes v la relacion eficiencia/seguridad

LA EFICIENCIA ES  MAS IMPORTANTE LA SECURIDAD ES MAS IMPORTANTE
QUE LA SEGURIDAD QUE LA EFICIENCIA
ADYUVANTE ANIMALES DE ANIMALES PARA ANIMALES HUMANOS
LABORATORIO ALIMENTACION DOMESTICOS
FCA “+ - - -
Emulsiones
aceite/agua + * ) h
Emul_f.lones . . . .
agua/aceite
Materiales inertes + (+) (+) -
Compuestos de Al + + + +
Liposomas + -+ (+) -
DDA + (+) (+) ]
NBP + + -+ -
Leyenda + - aplicado de rutina en productos comerciales; {+): no pero se consi en funcion de su segundad;

- no apiicado y considerado no apiicabie por problemas de seguridad, (-) : no aplicado v considerado no aplicable, excepto para fines
muy especificos
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Con esto, se advierte que el aluminio es el unico de los adyuvantes inmunologicos con uso
en todos los rubros, ya sea en aplicaciones animales 0 en productos de uso humano; a
pesar de ello, su cualidad potenciadora se encuentra por debajo de las expectativas
actualmente requeridas para ser un producto de eleccion.

Entre los distintos elementos, uno que puede, potencialmente, funcionar como
adyuvante es el hierro, ya que presenta propiedades fisicas y quimicas que lo harian apto
para este uso.

Es probable que el descubrimiento del hierro se hiciera por el calentamiento
fortuito de rocas que eran meteoritos de ferroniquel. Hay pruebas de que hoces
empleadas en Egipto eran de hierro, hace casi cinco mil anos. Anteriormente el hierro era
muy valioso para ser usado ampliamente, en el mismo Egipto se utilizd en joveria v
armacduras. Actualmente se obtiene de grandes yacimientos minerales: los hematites, que
contienen Fe:20s3, v la magnetita negra, que contiene Fes0a; ambos depositos proveen el
52% dle la extraccion del hierro elementat.'®

Eif hierro es un elemento de transicion dentro de la tabla periodica, con simbolo Fe,
numero atomico de 26 v 55.847 uma; sus caracteristicas fisicas y quimicas se presentan
enlatabla 2. '

Tabla 2. Tomada del Libro Quimica, Seese W.

Color Densidad Calor Especifico Punto de Punto de
{a/ml.20°C) | cal/g°C J{kak) Fusion({°C) | Ebullicion

. Se oxida, reacciona
Cris

) con el O, para formar
Hierro | o nauecine 7.874 0108 | 4052x10 1535 3000 6xido de hierro (1) u

‘oxido férrico

FisSICA QUIMICA
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E! hierro dentro del cuerpo se encuentra en Intima relacion con los eritrocitos, en
especifico formando el complejo llamado hemoglobina. Como el hierro es muy
Importante para la formacidn de hemoglobina, mioglobina y otras substancias como
citicromos, oxidasa del citocromo, peroxidasa v catalasa, es relevante comprender los
medios por los cuales el hierro es utilizado en la economia corporal.

La cantidad total de hierro en el cuerpo es de 4 g. Aproximadamente el 65% de
este hierro se encuentra formando hemoglobina. Alrededor del 4%, se encuentra en
forma de mioglobina; mientras que el 1% en forma de diversas enzimas (heme) que
controlan la oxidacion intracelular; el 0.1% en forma de transferrina en el plasma
sanguineo. Del 15 al 30% aproximadamente, se almacena en forma de ferritina (hierro de
deposito)™®

Cuando el hierro es absorbido por el intestino delgado se combina
inmediatamente con una (3-globulina para formar la transferrina, 1a cual es transportada
por la sangre. El hierro de este compuesto esta unido de forma laxa con la globulina, de
modo que puede ser liberado en cualquier parte de organismo. El exceso de hierro es
depositado en cualquier célula, pero principalmente en el higado, donde se almacena
alrededor del 60% de este exceso. Es aqui donde el hierro se combina con una proteina
llamada apoferritina para formar ferritina. Cuando la cantidad de hierro en el cuerpo es
mavor que la que se puede acomodar en el depodsito de apoferritina, parte del mismo se
acumula en forma menos soluble, la hemosiderina. {Fig.2).

Se eliminan diariamente unos 0.6 mg de hierro, principalimente por las heces. Se
pierden cantidades de hierro adicionales siempre que ocurren hemorragias, después de
un trauma por ejemplo. Asi, la mujer lleva una pérdida promedio de 2.1 mg de hierro al

dia durante su periodo menstrual, *°
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Fig. 2. Transporte v Metabolismo del Hierro
Tomada del Libro Tratado de Fisiologia Médica, Guyton A.

Cuando el cuerpo esta saturado de hierro, de manera que la apoferritina en zonas
de reserva esta combinada totalmente, la intensidad de absorcion por el tubo digestivo
disminuve considerablemente. Mientras que en caso contrario, la absorcidon intestinal se
ve aumentada hasta 20 veces o mas. Asi pues, el hierro corporal esta regulado
basicamente por alteraciones en la intensidad de absorcion. *°

Después de la administracion intramuscular, el hierro se absorbe del sitio primario
a traves del sistema linfatico, esta absorcion se realiza en 2 fases, la primera que dura
aproximadamente 3 dias v es apoyada por 1a inflamacion local; la segunda fase que es
mas lenta y consiste en la ingestion de particulas por los macrofagos que la envian al
sistema linfatico v de ahi nuevamente al torrente circulatorio, esta Ultima fase puede
durar semanas vy hasta meses en completarse. Después de una administracion
intramuscular o intravenosa, el hierro se elimina gradualmente del plasma por el sistema

mononuclear fagocitario en bazo, higado y meédula osea.
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En dosis de 500 mg o menos, las concentraciones del hlerro plasmatico disminuyen
exponencialmente, teniendo una vida media de 6 horas. Algunas trazas de hierro no
metabolizado se excretan por orina, bilis, heces. *'

GELES

El término gelatina {(sustancia transparente que se obtiene hirviendo tejido
conjuntivo, piel y huesos de animales..) se deriva del italiano gelatina (caldo espeso), a su
vez diminutivo de gelata (helada), del latin gelare, del indoeuropeo gel-a (helar), de gel
(Frio).®?

Un gel es un solido elastico que envuelve vy atrapa agua en una red tridimensional,
la cual se forma por las mismas particulas en suspension.

Son formas farmacéuticas de consistencia especial, que van desde fluida hasta
semirrigida, con las caracteristicas de buena adhesividad a piel y membranas v ausencia
de grasas. Por ser miscibles con agua son faciles de remover, muy blen toleradas v por lo
general transparentes O traslicidas. Los geles medicamentosos son llamados también
jaleas. **

Como agentes de gelificacion se usaban gomas como la arabiga v la de
tragacanto, metilcelulosa, polietilenglicoles y mezclas glicerogelatinadas. En tiempos mas
recientes, éstos ingredientes han sido desplazados en la elaboracion de geles por otros
mucho mas practicos y compatibles, los cuales se obtienen por sintesis y son polimeros
de alto peso molecular. Los dos comunmente usados son las marcas registradas
Carbopol® v Natrosol®. Los geles preparados con Carbopol® son transparentes v segun la
concentracion empleada se pueden obtener geles fluidos o bien semisolidos. Debido a que
la base de Carbopol® debe ser estabilizada con trietanolamina, no es compatible con
principios activos acidos.

Los geles elaborados con Natrosol® son trasiucidos, de distinta consistencia v
propiedades de flujo, dependiendo de la proporcion utifizada. La de base gel obtenida con
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Natrosol® es compatible con gran cantidad de principios activos tanto de naturaleza
acida como de naturaleza alcalina. ** o R
Las resinas Carbopol® son homopolimeros v copolimeros reticulados del éij;ldo
acrilico de alto peso molecular. R : i ‘ o
Las principales caracteristicas funcionales de los polimeros Céfbopol@ son: -
« Espesante. k el
e Suspension.
« Modificacion de fluidez.
o Estabilidad del producto.
« Emulsificacion.®

Otro agente gelificante de uso relativamente generalizado y de empleo en
estudios de investigacion es el Carbomer® cuya estructura quimica (Fig. 3) es muy
semejante a la del Carbopol®. ** ) :

Fig. 3. Estructura quimica del Carbomer (polimero de 4cido acrilico entrecruzado con alil éteres de
pentaeritritol v alil éteres de sucrosa).” :

“* La estructura quimica del Carbopol no se muestra por ser este un producto de uso comercial protegido
por una Marca Registrada.



Valoracion de la respuesta celular ante la administracion de advuvantes 2 5

El Carbomer y el Carbopol® comparten propiedades importantes como agentes
espesantes vy gelificantes, ademas de actuar como estabilizadores de emulsiones v
suspensiones. Se trata de sustancias muy hidrofilicas, solubles en agua, alcohol v
disolventes polares.

Sus propiedades como espesantes son eficaces en un rango de pH que va desde cinco
a diez.”
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La respuesta Inmune es potenciada cuando un antigeno es inoculado
simultaneamente con un adyuvante. El adyuvante mas empleado es el de Freund pero es
sabido que este produce con frecuencia abscesos estériles v tumores en ratones,'® de
manera que se hace necesario reemplazar este adyuvante con otros que no se
almacenen en los tejidos del animal de experimentacion, pero que al mismo tiempo
posean caracteristicas muy similares al adyuvante completo de Freund, es decir, que
permitan el efecto que potencialice la respuesta inmune pero sin riesgo de

complicaciones.

JUSTIFICACION

Con la propuesta de un adyuvante compuesto (gel de Fe) vy haciendo la
comparacion entre diferentes adyuvantes, en este caso particular, frente al adyuvante
completo de Freund v una suspension de hidroxido de aluminio y magnesio; se puede
establecer una relacion costo-beneficio en el empleo de estos reactivos. Dando la
posibilidad de optar por el medio que mejor se ajuste a las propias cuestiones técnicas v
de econornia del estudio por llevar a cabo.

Con base en lo anteriormente expuesto vy lo que de la literatura se rescata, se
observa que no existen estudios que aprueben o descarten al hierro como advuvante
inmunologico, va que el grueso de la investigacion ubica al hierro como principio
terapéutico en estudios sobre trastornos metabolicos y anemias, y no en el campo de la
inmunologia.

Por otra parte, el hecho de elegir un vehiculo como el gel no es fortuito de
ninguna forma. El gel representa un factor importante, no sélo como vehiculo para el
hierro administrado, sino como determinante en el mantenimiento de niveles del mismo;
asl también, el propio gel posee caracteristicas que lo convertirlan en un buen

inmunoégeno per se.
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La relevancia de llevar a cabo este estudio radica en la posibilidad de abrir una
nueva linea de investigacion sobre adyuvantes inmunoldgicos. Proponiendo como factor
central al hierro (sin dejar de lado el papel del gel). Enfatizando lo poco expiorado que se

encuentra el hierro en el campo de la inmunologia, concretamente como adyuvante.
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HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El gel mantendra atrapado al Fe, disminuyendo la velocidad de, difusion vy
manteniéndolo en el sitio de la inoculacion, pero sin generar en los tejidos una reaccion
cronica que derive en un granuloma o absceso. .

HIPOTESIS NULA
El complejo gel-Fe dextrano es capaz de promover una reaccion irritativa en los

tejidos adyacentes alsitio de inoculacion, favoreciendo el desarrollo de una lesion

granulomatosa.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir 'y “comparar : cualitativamente las alteraciones celulares v la reaccion

tisular local Ulterior ala inoculacién con tres adylivantes inmunologicos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el grado v tipo de respuésta inflamatoria presente con cada uno de los

advuvantes. : ) . s : )
Estimar el alcance dé la feébuesté local en términos cualitativos con cada uno de
(os adyuvantes. RSt S i
Determinar la reacc!On local éspeclﬂca que prbvoca el gel de‘Fe dextrano.
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DISENO DEL ESTUDIO

Se emplearon 20 ratas cepa Wistar SPF donadas por el Bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM, con las caracteristicas que se enumeran a continuacion:
e Ratas hembras.- se opto por seleccionar animales de un mismo sexo para evitar su
reproduccion durante el tiempo que duraria el estudio.
e Cepa Wistar.- la seleccion de la cepa fue debido a que sus caracteristicas se -
adaptaban al tipo de estudio.
s Peso.- 300 gr (+ - 10).

s Edad.- mayores a 6 semanas de nacimiento.

METODOLOGIA

1. Preparacion de advuvantes

Adyuvante Completo de Freund >+

Bavyol F o vaselina liquida de alto grado de pureza 90 ml
Arlacel A purificado 10 ml
Mycobacterium tuberculosis muertos por calor 100 mg

Mezclar el Bayo! F v el Arlacel en caliente. En un mortero colocar los bacilos tuberculosos
e incorporarlos a la mezcla oleosa mediante el anadido de pequenas cantidades de ésta
en forma sucesiva hasta completar el volumen total. Repartir en ampollas de 2 mi, 5 mly
10 iml; esterilizar en autoclave a 115°C durante 30 minutos.

Cuando se emplee el adyuvante completo de Freund, debe manejarse con
precaucion, debido a que es potencialmente danino. Hay que tener cuidado durante su
preparacion y en el momento de la inyeccion. Si se prepara sin bacilos de Koch se lo

denomina adyuvante incompleto de Freund.*”
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Hidroxido de aluminio y magnesio en suspension *
Se empled un producto comercial (Celanw) )
Composicion: Gel de AKOH)s

Gel de Mg(OH)z

Vehiculo cbp

Hierro Dextrano incluido en gel ®

Trietanolamina

Carbopol® 940

Agua desionizada

Hierro dextrano

Se hace pasar el Carbopol® por un colador de mavya fina, para eliminar las
particulas demasiado grandes y que dificulten que la mezcla resulte mas homogénea. En
un recipiente de cristal se coloca el Carbopol® “colado”, se le adiciona el agua poco a poco
hasta conseguir una mezcla clara sin grumos o particulas sin disolver. A continuacion se
vierte la trietanolamina, igualmente hasta lograr su incorporacion. Se afade el hierro
dextrano hasta homogeneizar totalmente,

Al no contener conservadores, se recomienda que la preparacion sea lo mas

cercana a la fecha de empleo.

2. Trabajo Experimental

El acondicionamiento de los animales de experimentacion fue el normal, es decir,
el propio del Bioterio de la Division de Estudios de Posgrado de-la Facuitad de

Odontologia.

® El get de Fe dextrano es una preparacion experimental propuesta por el autor de este trabajo, basada en
la técnica empleada en cosmeética para la elaboracion de geles.
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La fase experimental del estudio se disend en cuatro etapas (durante un mes). El segundo
dia de la primera semana se inocul6 (por vias IM y SC) a todos los animales empleando un
lisado bacteriano (antigeno) junto con el adyuvante seleccionado para cada grupo v la
solucion salina para el control; no fue necesaria la anestesia previa. Las posteriores
inoculaciones solo se hicieron por via IM (region inguinal). **”

Se formaron cuatro grupos, cada uno con 5 animales de experimentacion, los
cuales fueron seleccionados de manera aleatoria;
« Al grupo control se le administro el placebo, que consistid en solucion salina (5 %).
« En el segundo grupo se administro el advuvante completo de Freund (FCA).
* Eltercer grupo se inoculd con hidroxido de aluminio vy magnesio en suspension.
« El gel de hierro dextrano se administro en el tltimo grupo experimental.

No hubo restriccion en cuanto a la cantidad vy frecuencia en que se alimentaron los
animales, asi como tampoco al consumo de agua (ad livitum).

El tiempo entre la primera inoculacion, el refuerzo vy el sacrificio se establecio en el
cronograma interno del trabajo experimental.

Se realizaron observaciones clinicas periodicas de las reacciones locales (sitio de la
inyeccion) de los animales durante el tiempo que durd el estudio, tomando fotos y
haciendo anotaciones.

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de cloroformo alas 72 hrs, 7,
14 v 21 dias segun el cronograma del trabajo experimenta! (Tabla 3),

La inyeccién intraperitoneal es el método comunmente empleado para inoculacion de antigenos en un
animal de experimentacion (ratones, ratas), sin embargo, el antigeno no debe ser colocado directamente en
el torrente sanguineo. La via intramuscular (IM) es otra buena opcion.
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Tabla 3. Cronograma del Trabajo Experimental

Semana 1 2 1. semana3 - Semana 4
m| j v Lim|m]| j v Limlmjj [ L|lmtm] j§ v

~Gnips
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Animal 1
Animal 2
Animal 3
Animal 4

T Animals
2. Exparimental
Antmal 1
Animal 2
Animal 3
Animat 4

i
i
1
T

1P x(xxt 13
wnin
X[ w0

i
!

x¢|5¢ix¢ |5 |x
x|x
w

3. Experimeantal

win

>
2
2
w i
P T

Animal 2
Animal 3
Animal 4
Animal §
‘Total de . B
animales B
X= inoculacton
5= sacnficio v biopsia

xix3(xix
x|x i
n

Se tomaron biopsias de las zonas donde se aplicaron 10s adyuvantes y se colocaron
en solucion fijadora de formol al 10% por un tiempo minimo de 24 horas. Posteriormente
se llevaron al laboratorio de Patologia donde se prepararon los especimenes para su

estudio histologico.

3. Procesamiento de los especimenes

Se lavan los especiemnes por tres horas con agua corriente a fin de eliminar la
solucion fijadora (Formalina al 10%).

Para su deshidratacion e inclusion en parafina se empleo el Histokinette cuyo
proceso consiste en los siguientes pasos programados automaticamente:
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e Deshidratacion de los tejidos en alcohol {CHsCH20H), pasando primero por alcoho!
de 60°, continuando por alcohol de 70°, 80°, 96°, nuevamente en alcohol de
96°(dos veces), 100° (dos veces).

e Se pasan los tejidos nuevamente por alcohol y xilol, para continuar con xilol
{primera vez) v xilol (segunda vez). El tiempo aproximado que los tejidos estan en
cada uno de los pasos anteriores es de 1 hora 15 minutos.

e Prosigue el paso de los tejidos por parafina {primera vez) por 2 horas y 45
minutos; otro paso por parafina (segunda vez) por 2 horas.

= El tiempo total del proceso es de 17 horas aproximadamente.

La siguiente etapa es la orientacion e inclusion en parafina de uso histologico.

e La parafina debe estar a una temperatura de fuslon de entre los 56° y 58°C,
para poder incluir los tejidos.

e Una vez incluidos los tejidos en parafina se procede a realizar 10s cortes en el
Microtomo. Se pasan Ios cortes a la tina de flotacion donde estaran de 3 a 5
minutos a una temperatura menor a la del punto de fusidn de la parafina, para
continuar hacia la plancha en donde permanecen entre 10 y 15 minutos a una
temperatura mavor que la del punto de fusion de la parafina.

Se contindia con la técnica de tincion. Para ello se emplea el tren de tincion paraH vy E:

e Primero se procede a desparafinar los tejidos con agua corriente.

e Se tinen los nlcleos con Hematoxilinag, y se lava con agua corriente.

e Virar en solucion de Scott v se lava con agua corriente.

e Se contrasta con Eosina.

e Se deshidrata, aclara y monta.
4, Revision microscaopica
e Las l[aminillas fueron analizadas al microscopio optico.

e Las observaciones anotadas v los resultados agrupados.
» El analisis es descriptivo v cualitativo.
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MATERIAL

e 20 ratas cepa Wistar SPF

e Placebo (solucidn salina)

e Adyuvante completo de Freund (FCA)
» Gel de hidroxido de aluminio en suspension [AI(OH)s ]
e Gel de hidraxido de magnesio en suspension [Mg(OH)z]
e Llisado bacteriano

e Hierro dextrano

e Trietanolamina

e Carbopol 940

e Agua desionizada

e Jeringas de insulina

e Jeringas de vidrio

e Vibrador

s Casas

e Rasuradora

e Suero

e Etiguetas

e Guantes

e Cubrebocas

= Parafina para uso histologico

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Hematoxilina v Eosina

e Microscopio

e Mango de bisturi y hojas #3

e Formalina (10%)
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RESULTADOS

control en todas las etapas, .~ R
Cllnlcanﬁénté}'ric:i'?hLyjbo;signos de“tumefaécldn, enrojecimlento u otro dato que
sugiriera alguné féaé;lén 'dé‘hlpérsen“slbllidad.
Al microscopio no se observd reaccion ante la administracion de los adyuvantes,
{por lo que los resultados de este tejido solo se encuentran en este apartado). Obsérvese
la Fig. 4.

Fig. 4. Imagen a las 72 hrs. Objetivo de rastreo. Control (1), FCA (2), hidroxido de aluminio y magnesio (3) ¥
gel de Fe {4). Los cambios no son representativos y/o significativos en piel. Unicamente se apreciauna
ligera coloracion parda en el grupo del gel de Fe (4).

Epidermis {Ed), tejido conectivo (TC), tejldo adiposo (TA) asculo {M).
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MUSCULO
Reporte a 3 dlas
Clinicamente

No se apreciaron cambios clinicos sobre la superficie de la piel (Inspeéclén \
palpacion). »

Durante la cirugfa dirigida: el grupo experimental 2 (FCA) presentaba una reacclOn
bien delimitada, severa sobre el musculo v penetrandolo (Fig.5). El grupo experimental 4
(gel de Fe dextrano) presentaba una ligera coloracion parduzca alrededor de la zona‘
donde se infiltro el adyuvante.

Al microscopio )

En las primeras 72 horas, los grupos experimentales junto con el vcontrol
mostraban una respuesta inflamatoria. La cual era mas evidente en el grupo experimental
donde se administréd el FCA, presentando una respuesta inflamatoria mixta,: con
neutrofilos polimorfonucleares, con predominio de linfocitos v una importante presencia -
de macrofagos (Fig.5). En los grupos experimentales 3 v 4, la respuesta inflamatoria
presente se describe como leve, de tipo mixta, con presencia difusa v leve de PMN vy

macrofagos, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Respuesta inflamatoria en tejido muscular a las 72 hrs.

GRUPO Grado Tipo PMN Linfocitos | Fibroblastos | Células Plas. | Macrofagos
Control (1) + A + + [} [} o
FCA (2) -+ M ++ 4+ ++ +—+ 4+
Al & Mg (3) + M + + + o o
Fe (4) + M + + + + +
o = Nuo A = Aguda
+ = leve M - Mixta
++ = Moderado C- = ‘Cronica

Severo
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Fig. 5 Durante clrugla dirigida se aprecia la lesion sobre el musculo (1).
Al MO se aprecia la importante respuesta celular que esta sobre el musculo (2), un acercamiento 400x (3).
Linfocitos (L}, vacuolas formadas por et encapsulamiento del adyuvante por |as células de defensa (V).

Reporte a 7 dias
Clinicamente
La piel se encontraba normal a los 7 dias (1 semana).
Durante (a cirugia dirigida; 1a lesion que en un principio era claramente observada
en el grupo experimental 2 a las 72 hrs. se encontré dlsmlnulda a la seman ‘a'unque aun ;
identificable faciimente sobre la superficle muscular. La coloracién existente en el grupo.

experimental 4 era mas notoria en comparaclbn con Ias 72 hrs. (Fig 6)

semana.

Al microscopio e : :
La reaccion presente en el grupo experlmental 2 continuaba slendo de caracter ’

severo, de tipo mixto, con abundantes neutréﬁlos pollmorfonucleares, linfocitos y
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macrofagos, Por su parte, el grupo experimental 3 presentaba un aumento notable en la
presencia de linfocitos, PMN y macrofagos, ‘llega‘ndo a exhibir una reaccion inflamatoria
severa de tipo mixto, muy semejante a la del-grupo experimental 2 a las primeras 72
horas (3 dlas). El grupo experimental 4 se mantenfa sin cambios representativos en este
lapso, reportando Unicamente un aumento en la presencia de macréfagos (Tabla 5), que
eran identificables faciimente por el hierro fagocitado.

Tabla 5. Respuesta inflamatoria en tejido muscular a los 7 dias (1 semana).

GRUPO Grado Tlpo PMN Linfocitos { Fibroblastos | Células Pias. | Macrofagos
Contral (1) [} - + + o o [¢]
FCA (2) -+t M -+t ++t ++ + B
Al & Mg (3) ++ M ++ —++ ++ + ++
Fe (4) + M + + + + -+
o = Nuo A = Aguda
+ = leve M =  Mixta
++ = Moderado = ~ C = Cronica
+++ - Severo TRSIS CON < - Nua

S H a Ea LD

Fig. 6. En la cirugla dirigida: se aprecia el color parduzco a consecuencia del hierro (1). Vista al MO, ndtese la
disposicion del hierro entre las fibras musculares (2). 100x.

Fibras de tejido muscular (M), secuestros de hierro (Fe), vasos capilares recolectando el hlerro (Vs).
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Reporte a 14 dias

Clinicamente

A las 2 semanas de tratamiento, no observamos lesion o alteracion sobre piel.

Durante la cirugia dirigida: 1a lesion que el grupo experimental 2 habfa expresado
en las primeras 72 hrs. era entonces apenas visible sobre la superficie muscular y mas
bien se encontraba hacia el interior del musculo, En cambio, en el grupo experimental 3 se
empezaba a gestar una lesion semejante a la del grupo experimental 2 (a las 72 hrs.)
sobre la fascia, bien delimitada que emergia de las fibras musculares,

La pigmentacion del grupo experimental 4 seguia presente.
Al microscopio

La presencia de macrofagos era severa en el grupo experimental 2, pero con una
reaccion ya moderada, aunque la presencia de PMN v linfocitos era considerable, el
numero elevado de fibroblastos era notorio en este periodo de tiempo.

En el grupo experimental 3 prevalecia una reaccion aun severa, con importante
presencia de macrofagos, asi como de PMN v linfocitos (Fig.7). E! grupo experimental 4
mostraba un ligero aumento en la actividad de linfocitos, manteniéndose los macrofagos

v su actividad fagocitica sobre el hierro. En la Tabla 6 se muestran los resultados a los 14

dias.
Tabla 6. Respuesta inflamatoria en tejido muscular a los 14 dias.
GRUPO Grado Tipo PMN Linfocitos | Fibroblastos | Células Plas. [ Macrofagos
Control (1) o - o o o o o
FCA (2) ++ M ++ -+ ++ + +++
Al & Mg (3) H+ M + L s + + ++
Fe (4) + M + ++ + + ++
o = Nulo A = Aguda
+ = leve M =  Mixta
++ = Moderado C = Cronica
+++ = Severo = = Nula




Vialoracion de la respuesta celular ante /a administracion oe adyuvantes 40

Fig. 7. Respuesta celular en tejido muscular a tos 14 dias. Ndtese lasemejanza en la reaccion que presenta

el grupo 2 (1), con respecto al grupo3 (2). (100x). oy
== -
TESIS C

O

Lg

FALLA DE ORIGEN

Reporte a 21 dias
Clinicamente
No existid evidencia de lesion clinicamente detectable que sugiriera reaccion de
hipersensibilidad retardada a nivel de la piel y sus anexos.
Durante la cirugia dirigida: las lesiones presentes en los grupos experimentales 2 v
3 continuaban; en el grupo 2 eré apenas visible, mientras que en el grupo experimental 3
estaba muy definida aunque cbn una tendencla decreciente con respecto a lo reportado
a los 14 dias. En el grupo experimental 4 no se encontraron alteraciones en. tejido
muscular mas que de la coloréciOn que daba la presencia del hierro, Sin embargo, la
presencia de un gangllo era muy: notorla, por su tamano v por encontrarse igualmente
pigmentado por el hlerr .

Al microscopio

En general,. hubo la tendencla a la disminucion de actividad celular. Sin embargo,
en el grupo experlmental 2 la reaccion viraba hacla croénica, al igual que la del grupo 3;
presentando en ambos casos gran presencia de macrofagos, linfocitos v fibroblastos;
pero con la marcada reaccién expresada en el grupo experimental 3 que presentaba
incluso algunas zonas de necrosis (Fig.8).




Valoracion de la respuesta celular ante la administracion de adyuvantes 4 |

Para el grupo experimental 4 se mahtUVo la presencia de macrofagos y de linfocitos; con

un infiltrado discreto‘de‘celrulas ‘plasrﬁaticas v fibroblastos (Tabla 7). Con respecto al
ganglio encontrado, presentaba una gran proliferacion de celulas linfoides con secuestros

de hierro, Los macrofagos eran facilmente identificables por el mismo hierro (Fig.9).

Tabla 7. Respuesta inflamatoria en tejido muscular a los 21 dias.

GRUPO Grado Tipo PMN Linfocitos | Fibroblastos | Células Plas. | Macrofagos
Control {1) o - o ] o -]
FCA (2) ++ C -+ -+ et -+
Al & Mg (3) +++ C -+ A+ -+ ——
Fe (4) + M ++ ++ + -
o = Nulo Aguda
+ = leve Mixta
++ =  Moderado

Severo

02>

Cronica
Nuta
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control (1). Notense las zonas de necrosis que aparecen en los grupos 2 v 3. {2, 3) y la presencia del hlerro
entre las fibras musculares (4).
Fibras musculares (M), zonas de necrosis (N}, tejido conectivo (TC), macroéfagos (Mc), capilares (Vs), hierro

[ TESIS CON
ATLA DE ORIGEN

\)‘

Fig. 9. Fotomicrograffas de un ganglio linfatico (hallazgo durante fa cirugla dirigida). Vista 100x (1} v
a 400x. Donde se aprecia el hierro secuestrado por los macréfagos.
Linfocltos (L), macréfagos (Mc).
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En las siguientes gréficaé se 6bservé la tendencia 'en el comportamlento'de los diferentes
adyuvantes en piel v tejido muscular a través del tiempo que durd el estudio.

Grafica 1. Respuesta a nivel de pie!

La graflca muestra lareaccidn Inflamatorla leve al tercer dia (72 hrs.) por parte de todos los
grupos; sin embargo, con tendencia a disminulr y desaparecer a partir de la primera semana.

o——

TS CoN
FALLA DE ORIGEN |

Grafica 2. Reaccion a nivel de tejido muscular

control
—FCA

Al & Mg
——Fe

o5+ /

0 & $ fos t — -
inocyl acion 3 dias 7 dias 14dias " .7 24 dlas

La tendencla del grupo control iba ala baja a partir del 3er. dla; el grupo experimental 2 presentoé una
reaccion importante en un periodo corto de tiempo {72 hrs.), que fue decreciendo, pero se mantuvo una
reaccion marcada. El grupo 3 exhibié una tendencia clara de aumento, llegando a mostrar una reaccion
semejante a !a del grupo del FCA (alas 72 hrs.) a partir de los 14 dias. El grupo del hierro presents una
respuesta de leve a moderada, con un pico a los 7 dias vy que fue disminuyendo.
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DISCUSION

La importancia del uso de adyuvantes inmunolégicos podria ser puesta en tela de juicio
por multiples argumentos; por ejemplo, el hecho de administrar un antigeno del tipo o
variante que sea (atenuado, muerto, fragmentado, etc.), debiera ser suficiente para
provocar una reaccion inmunoldgica competente y asi cumplir la finalidad ultima de la
respuesta inmune, preservar la integridad del individuo. A pesar de ello, no siempre
coinciden las circunstancias para que esto llegue a buen término. Pensemos en pacientes
inmunosuprimidos, comprometidos a nivel sistémico, inmaduros inmunologicamente, o en
aquellos casos donde el alcance del sistema de defensa es insuficiente para eliminar ia
totalidad del agente causal. Es entonces que el empleo de sustancias que aunadas al
antigeno favorezcan una respuesta inmune de mavores proporciones, abre nuevas
posibilidades a una terapéutica exitosa.

De los “preparados” con fines inmunologicos hechos a lo largo del tiempo, son
pocos los que han probado ser buenos intensificadores de la respuesta de defensa, aun a
pesar de que la lista es extensa (y con la premisa de que casi cualquier elemento o
sustancia que se introduzca al cuerpo es potencialmente un “adyuvante”); entre los
adyuvantes exitosos podemos citar el ampliamente difundido adyuvante completo de
Freund (FCA) v las sales de aluminio. Las caracteristicas potenciadoras del FCA son las
deseables en un adyuvante, pero sus importantes complicaciones lo excluyen de su
aplicacion en personas. Por su parte, las sales de aluminio (principalmente en forma de
hidroxido v fosfato) aunque resultan mas tolerables por el organismo, tienen un potencial
intensificador no del todo satisfactorio. Aunque hay vacunas, sobre todo en veterinaria,
que las incluyen dentro de su formulacion con fines reforzadores del proceso inmune. La
propuesta del hierro {(como componente esencial de un gel potencialmente estimulador
de la respuesta inmune)} se basa en sus evidencias farmacocineticas y farmacodinamicas.
El ensayo de un adyuvante con hierro dextrano contempla ciertas ventajas:

1. Las dosis toxicas estan muy por arriba de las dosis terapéuticas (ya conocidas

en humanos y animales).!
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2. Es *facil de rastrear®, debido a la pigmentacién que deja en tejidos vy visto al
microscopio se pueden identificar de modo sencillo los macréfagos que han
ingerido las particulas del hierro.

3. Produce una reaccion inflamatoria que facilita la difusion del hierro a ganglios
linfaticos.

4. Activa preferentemente macrofagos.

Resulta logico pensar que el hierro es incapaz por-si mismo de aumentar la
respuesta inmune cuando se suma a un antigeno. Por ende, se hacg necesario que el
hierro se incorpore a un complejo con propledades inmunoestimulantes. En este estudio
ese complejo es el gel; que no sdlo se emplea como vehiculo para él hierro sino que a su
vez es parte fundamental del adyuvante.

Et mecanismo por el cual un adyuvante se le considera como tal, es variado; sin
embargo, destaca el efecto de deposito (*depot”). Pensando en este mecanismo de
accion, se optd por un vehiculo que tuviera la capacidad de contener tanto al hierro
como al antigeno, que ademas no fuera dispersable facllmente y que por supuesto se
comportara de forma compatible con el organismo, pero con una caracteristica
importante: facilitar la accion de deposito. Estos requisitos del vehiculo senalaron al gel,
como la forma farmacéutica que se adecuaba a estas necesidades. Las referencias en la
literatura (muy pocas por cierto), sefalan al Carbomer como un gelificante de uso en
investigacion; sin embargo, al no ser facil de adquirir, se decidio emplear un analogo de
mas facil acceso: el Carbopol®. Cuvo inconveniente principal era el hecho de ser una
marca registrada, por lo que la informacion a cerca de la composicion quimica, modo de
elaboracion v formulacion quedaban restringidos.

En la grafica 2, inferimos una clara tendencia de aumento en la respuesta celular
en el grupo del AI(OH)s; si ésta expresara los resultados en cuanto a la cantidad de
anticuerpos presentes en suero, estariamos concluyendo la gran eficacia del AOH)s
como adyvuvante (superando por mucho al FCA); sin embargo, los resultados apuntan a un
comportamiento lesivo de proporciones similares al FCA. El gel de Fe se mostré inocuo,

pero aun no podemos colocarlo en el rubro de adyuvante.
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CONCLUSIONES

De los hallazgos presentes tras la observacion microscopica de las zonas infiltradas con

los diferentes adyuvantes se concluye:

e El adyuvante completo de Freund se ubica como prototipo de estimulante
Inmunoldgico potenciador.

e Se demostraron sus complicaciones y sus restricciones de uso. Por lo que en
definitiva, no es el adyuvante de eleccion en seres humanos.

e E| hidroxido de aluminio v magnesio representa una buena alternativa de
intensificador inmune. Sin embargo, se demostro la capacidad para provocar una
respuesta de dimensiones no previstas y con resultados semejantes al dano que
se obtendria empieando el FCA.

e La conclusion mas importante de este trabajo es la prueba de que el gel de Fe
dextrano es un elemento que no genera una reaccion irritativa en los tejidos
cercanocs al sitio de aplicacion y ademas estimula la accion de los macrofagos. Esto
comprueba la hipotesis planteada respecto a |la poca capacidad para propiciar un

dano cronico que conduzca a la formacion de un granuloma o absceso.

Una conclusion final v a manera de epilogo seria que a partir de este trabajo se
abre una posibilidad de investigacion; para que ésta cea sustentable y se conduzca a buen
término, son necesarios el tiempo, la dedicacion v el interés por sacar a la uz las pruebas

que amplien los alcances de esta propuesta.
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, APENDICE
GLOSARIO GENERAL .- - i

ABSCESO: Coleccion limitada de pus.

ACONDICIONAMIENTO:vTer‘mIno aplicado al examen v preparacion de animales para la
investigacion. :

“AD LIVITUM ": (Latin) A voluntad, a libre eleccion, .

ADYUVANTE: Sustancia que incrementa de manera inespecifica la respuesta inmunitaria a
un antigeno.

ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND (FCA): Emulsion de un antigeno acuoso en acelte.
Contiene Mycobacterium tuberculosis muertos, contrariamente al adyuvante incompleto
de Freund.

ALOJAMIENTO CON BARRERA: Tipo de alojamiento para animales de investigacion que los
protege de las contaminaciones externas mediante el disefo de la instalacion o por los
procedimientos que con ellos se realicen.

ALOJAMIENTO DE CONFINAMIENTO: Tipo de alojamiento para animales de investigacion
que protege al ambiente de la contaminacion del interior, mediante los procedimientos vy
el diseno de las instalaciones. ;

ALOJAMIENTO EN MICROAISLAMIENTO: Sistema de alojamiento que protege a los animales
de contaminantes provenientes del personal o de otros animales de laboratorio,
mediante una barrera colocada al nivel de la jaula vy que se puede abrir solamente en un
medio protegido de clase 100 por personal con las partes descublertas de la piel
descontaminadas con un esterilizante.

ANALGESICO: Sustancia que reduce o elimina la sensacion de dolor.

ANESTESIA: Perdida de sensibilidad de una parte (local) o de todo el cuerpo {general),
usualmente producida por la administracion de un producto quimico o de una droga.
ANTICUERPQ: Molécula producida por el organismo en respuesta a un antigeno y que
tiene la propiedad particular de combinarse especificamente con el antigeno que indujo

su sintesis.

. CESISIT
D PABIBLIC:

A
i
X
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ANTIGENO: Sustancia o material foraneo que estimula la formacion de anticuerpos
cuando es introducido en los tejidos y la corriente sanguinea.

ANTISEPTICO: 1. Prevencion del deterioro o de la putrefaccion; 2, Sustancia que inhibe el
crecimiento v desarrollo de microorganismos.

ASEPTICO: Ausencla de microbios vivos; ausencia de productos sépticos o de productos
de putrefaccion toxicos.

BIOPSIA: Toma quirurgica de células o de muestras de tejidos con fines de dlagnOStlco
BIOTECNOLOGIA: Uso o desarrollo de técnicas  que usan organlsmos [« 5 partes de

organismos para proveer o mejorar productos o serviclos.

CAMA: Se aplica a materiales como paja, heno u otro utilizado para reposo de animales en
Jaulas o cubliculos. : : SR R

CEPA: Grupo de animales de ascendenci mantenldos en un sistema de

acoplamiento consanguineo planlﬂcado generalmente con algunas caracterlsticas
distintivas.

CIRCADIANO: Se refiere a ritmo ciclico correspondiente estrechamente al! intervalo de 24
horas.

CIRUGIA DIRIGIDA: Procedimiento quirtrgico que tiene como finalidad la extirpacion, toma
de biopsia o ablacion de una estructura anatomica en particular, previamente establecida.
CIRUGIA MAYOR: Procedimiento quirtirgico en el que hay acceso visual directo a una
cavidad importante del cuerpo (craneo, canal raquideo, torax, abdomen, pelvis) y/o
exposicion de estructuras vasculares, musculares, esqueléticas, nerviosas, linfaticas o
glandulares importantes v/0 remocion o alteracion de una cantidad importante de tejido
funcional. No hay un limite claro entre cirugia mayor y menor. Asi, los comités de
proteccion de los animales deberian usar estos términos precisos solo como
complementos a las "Categorias de técnicas invasoras en experimentacion animal" v hacer
consultas adicionales especializadas cuando el nivel de invasion v de dano no es evidente.
CIRUGIA MENOR: Procedimiento quirtrgico que no resulta en la remocion o alteracion de
una cantidad funcionalmente importante de tejido. No hay un limite claro entre cirugia
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mayor v menor. Asl, los comités de proteccion de los animales deberfan usar estos
términos precisos solo como complementos a las "Categorias de técnicas invasoras en
experimentacion animal" v hacer consultas adicionales especializadas cuando el nivel de
invasion y de dano no es evidente.

COGNICION: Proceso de percepcion, de razonamiento v de desarrollo de expectativas.
COMPORTAMIENTO ANORMAL: Comportamiento que se desvia de una norma comparable
v definida. Tal norma puede ser el inventario del comportamiento tipico para un genotipo
determinado, de tal edad, tal sexo, determinado nivel nutritivo, tales condiciones de
alojamiento o sistema de gestion, etc.

COMPORTAMIENTO ESTEREOTIPADO: Comportamiento repetido continuamente. El
término se usa generalmente para referirse a un comportamiento que se desarrolla
como consecuencia de una situacion problematica, tal como el aislamiento social
extendido, el bajo nivel de complejidad ambiental, etc.

CONSANGUINEO: Se dice de crias de animales estrechamente emparentadas.
CONTAGIOSO: Enfermedad o desorden que se transmite facilmente de un individuo a
otro.

CONTENCION: Inmovilizacion de un animal por varios medios o métodos, para reducir sus
actividades, a fin de impedir que se ocasione heridas a si mismo o al manipulador.

EDEMA: Presencia de grandes cantidades de fluidos en los espacios del tejido intercelular
del organismo; usualmente aplicado a la acumulacion de fluido en tejidos subcutaneos.
ELISA {Enzvme-Linked immunosorbent Assay): Prueba rapida, sensible v econdomica para
deteccion de inmunoglobulinas en muestras de suero. Existen equipos de ELISA
disponibles comercialmente.

ESTERILIZACION: Destruccion completa de microorganismos por el calor, compuestos
quimicos, medios mecanicos o fisicos. En reproduccién animal, se refiere a cualquier
procedimiento que incapacita el animal en reproducirse.

ESTRO: Perlodo durante cual la hembra de 1os mamiferos puede ser fecundada.

ETICA: Sistema de principios morales o de normas que rigen las acciones.

ETOLOGIA: Estudio cientifico del comportamiento animal.
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ESTRES: Tension sobre los procesos fisiologicos v psicologicos normales o sobre las
funciones del organismo, de un organo o de un tejido. Algunas tensiones pueden
provocar patologias o enfermedades, o debilitar las defensas normales del cuerpo.
EXENTO DE ORGANISMOS PATOGENOS ESPECIFICOS: Se dice del estado de salud de
animales criados libres de organismos especificos de enfermedades (en inglés, SPF por
"Specific Pathogen Free").

FENOTIPO: Aspecto externo visible de la constitucion hereditaria de un organismo.
HEMATOQCRITO: Porcentaje del volumen de eritrocitos (globulos roJos) en la sangre entera

También llamado volumen celular compacto.
HEMOGLOBINA: Pigmento de los eritrocitos compuesto por un complejo de hIerro v de

proteina que transporta el oxigeno. - o
HUMEDAD (RELATIVA): La relacion entre la cantidad de vapof"de a
en el aire con la cantidad de vapor de agua que el alre es capa de sostener a‘una

lmente presente '
temperatura determinada.

INFECCION: Proceso de desarrollo de una enfermedad ocasionado por la invasién de
microorganismos en tejidos del cuerpo.

INFECCION LATENTE O OCULTA: Infeccion o condicion sin manifestaciones clinicas en un
animal pero que puede, en ciertas condiciones o en estado de estrés, desarrollarse como
enfermedad identificable.

INFECCION MICOTICA: Enfermedad ocasionada por un hongo.

INFLAMACION: Condicién que presentan los tejidos como reaccion a una herida o a un
agente infeccioso.

INTRADERMICO: Se dice de una inyeccion en la dermis o en la piel.

INTRAPERITONEAL (IP): Se dice de una inyeccion en la cavidad peritoneal o abdominal,
INTRAVENOSO (IV): Se dice de una inyeccion en una vena:

MICROAMBIENTE: Un habitat aislado pequerio, generaimente dentro de una jaula.
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MICROORGANISMO: Agente vivo microscopico, a menudo responsable de enfermedades.
MORBILIDAD: Ocurrencia de una enfermedad.

NECROSIS: Muerte de una porcion de tejido u érgano.
ORAL o "PER 0S " (PO): Administracion de una sustancia por la boca.

PATOGENO: Organismo que ocasiona una enferrﬁedad. :

“PER SE ": (Latin) Por si, por sf mismo.

PLASMA: Parte liquida de la sangre, sin células, en la que anticoagulantes han impedido la
coagulacion.

PRIVACION: Remocion de sustancias indispensables (privacion de alimentacion, de agua),
aislamiento de cosas deseadas (aislamiento social} o prevencion del desemperfio de
comportamientos necesarios (privacion de suefno, de ejercicio). La privacion se usa a
menudo en investigaciones para inducir una accion identificable.

PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS ESTANDARIZADOS ("Standard Operating Procedures [SOP]":

en inglés): Documentos escritos que especifican los procedimientos que deben seguifse'i

RAZA: Poblacion de animales dentro de una especie, que difieren de aquellos. qle .
pertenecen a otras poblaciones dentro de la misma especie, con resﬁéﬁtd “ar ‘
caracteristicas definidas genéticamente determinadas. S o )
RIESGO: Probabilidad de efectos adversos, su naturaleza v severidad en relacldn con el
grado de exposicion. PR

SALUD: Estado relativo de bienestar fisico, psicoldgico y social. : .
SINDROME: Conjunto de senales (animales) o de sintomas (humanos) dué ck:Qrfen Juhfos Yy
que designan un estado o una enfermedad. S R )
SUBCUTANEO (SC): Que ocurre bajo de la piel. ST L
SUERO: Componentes no celulares de la sangre que perrnahécén después ‘de . la
coagulacion.



Valoracion de la respuesta celular ante la administracion de advuvantes %4

SUSCEPTIBLE: Que tiene poca 'reiélstenclla'o qué tiene predisposicion a la infeccion o a las

heridas.

TEMPERATURA AMBIENTAL: Temperatura del lugar donde se encuentra el animal; en
condiciones de alojamiento en Jéula, ';p'Uede referirse a la temperatura. en - el
microambiente de la jaula por oposicidn a la temperatura afuera de la jaula, en la sala o
en el corral.

TOXINA: Producto toxico para el animal que proviene de una célula vegetal o animal.
Puede ser producido por la célula misma v excretado, o puede ser contenido dentro de
células, tales como las bacterias, vy liberado Unicamente luego de la muerte de la célula.
TRANQUILIZANTE: Agente, usualmente una droga, capaz de hacer a un animal tranquiio ]
docil.

TRAUMA:; Herida.

VACUNA: Sustancia usada para estimular la produccion de anticuerpos contra un agente
responsable de una enfermedad especifica, usualmente como medida preventiva,
VECTOR: Ser vivo capaz transportar v transmitir agentes infecciosos.

VIABILIDAD: 1) Se refiere generalmente a la capacidad del joven para vivir después del
nacimiento. 2) Cualidad aplicable a eventos comprobables o realizables.

VIRUS: Cualquiera de un grupo grande de organismos que contienen material genético,

pero incapaces de reproducirse fuera una célula huésped.,

ZOONOSIS: Enfermedades de los animales que pueden, en condiciones naturales, ser

transmitidas al humano
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