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RESUMEN

La inmunidad de tipo celular constituye un mecanismo fundamental para la
defensa del organismo. Esta respuesta, mediada por linfocitos T, es esencial para
la proteccion contra patdgenos intracelulares, como por ejemplo infecciones por
parasitos intracelulares como es el caso de la leishmaniasis, toxoplasmosis, etc.
Es por eso que se han desarrollado pruebas inmunolégicas que permiten evaluar
su funcionalidad, siendo la proliferacion de linfocitos in vitro inducida por
mitdbgenos, una prueba ampliamente utilizada.

En la actualidad en nuestro medio, el Instituto de Investigaciones Farmaco-
Bioquimicas (lIIFB), de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la
Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), forma parte de un equipo
multidisciplinario internacional que esta llevando adelante estudios sobre la
eficacia de formulaciones farmacéuticas a base de los principios activos de
Evanta, frente a la leishmaniasis cutdnea y continua en sus trabajos de
investigacion junto con el Instituto SELADIS (Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimicas-UMSA) sobre nuevas alternativas para el tratamiento de la
leishmaniasis a partir de extractos vegetales.

En el presente trabajo se optimizé el método del MTT para evaluacion del efecto
del Extracto de Alcaloides de Evanta (EAE) sobre la proliferacién inducida por
Lipopolisacarido (LPS) y Concanavalina A (Con A) en sistemas de cultivo celular
primario (esplenocitos murinos) y a la vez se evaluo6 el efecto sobre la produccion
de interferon gamma detectable en los sobrenadantes de los cultivos inducidos
con Concanavalina A.

Se obtuvieron curvas de proliferacion celular similares al inducir la proliferacion
con Con A y LPS, logrando determinar una concentracion celular 6ptima para las
pruebas siguientes, basandonos en la proliferacion observada con controles de
crecimiento sin mitdgenos y con Tamoxifén como control de inhibicion de
proliferacion.

Al someter las células a distintas concentraciones del Extracto de Alcaloides de
Evanta (EAE) se observo un efecto dosis-dependiente con una reduccion de la



proliferacion celular de 35 % para una concentracion de 10 pg/mL de evanta. Las
células respondieron menos a la estimulacion de Con A, comparados con el
control no tratado y con el control de inhibicion de la proliferacion (tamoxifén). Los
porcentajes de inhibicidn del crecimiento celular obtenidos fueron de 16%, 35% y
78% a concentraciones de 1, 10 y 25 pg/mL respectivamente. La inhibicion de la
produccion de IFN-y en los cultivos de esplenocitos murinos inducidos con Con A,
es notable a partir de 1 pg/mL, estando mas marcada a partir de 10 pg/mL.

Se logr6 optimizar la técnica del MTT como método de cuantificacion de
proliferacion celular en esplenocitos murinos, lo que nos permitié identificar la
concentracion celular 6ptima recomendable para los siguientes experimentos.
Observamos un efecto inhibitorio de la proliferacion (Porcentaje de inhibicion =
35% para 10 pg/mL) proporcional a la concentracion del EAE, por lo que podemos
decir que afecta la funcionalidad celular a partir de 10 ug/mL. Por lo tanto los
resultados muestran un efecto especifico inhibitorio del EAE sobre células T,
afectando principalmente su funcionalidad; hecho evidenciado con el porcentaje
de inhibiciébn alto en cultivos inducidos por Con A y sobre la produccion de

Interferon gamma (INF-y).
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I. INTRODUCCION

La proliferacion celular es una respuesta crucial de la respuesta inmune para
poder hacer frente a las agresiones externas, aunque en algunos casos esta
misma reaccion puede ser adversa para el organismo.

Con fines de investigacion siempre es requerido disponer de métodos confiables y
accesibles que puedan evaluar la respuesta inmune a distintos niveles y poderlos
aplicar en diferentes tipos celulares, permitiendo de esta manera una adecuada
evaluacion del efecto como pruebas piloto. (34

En el presente trabajo, planteamos utilizar herramientas fiables para evaluar la
respuesta inmune, por lo que realizamos pruebas con esplenocitos murinos ya que
estos son los mas estudiados hasta el momento cuando se trata de evaluacion de
la respuesta inmune celular en varios tipos de enfermedades. Estas células seran
estudiadas induciendo (mediante el uso de mitégenos como la Concanavalina A 'y
el lipopolisacéarido) su proliferacién celular y evaluandola a través del método del
MTT ( bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazéleo).

Dentro el marco del Proyecto Enfermedades infecciosas, es necesario conocer los
efectos in vitro del EAE y asi evaluar sus efectos sobre la respuesta inmune a
diversos niveles. Por estudios previos sabemos que tienen actividad antiparasitaria
contra leishmania y a la vez tiene efectos sobre algunos componentes de la
respuesta inmune. (12

Se incorpor6 también la evaluacion de la produccion de IFN-y mediante la técnica

del ELISA evaluando de esta manera el efecto del EAE sobre los linfocitos.
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II. MARCO TEORICO

La accion del sistema inmune es posible gracias a la participacion e interrelacion
de diferentes poblaciones celulares, conocidas como células inmunocompetentes.
Estas células son fundamentalmente los linfocitos T y B, las células NK, células
dendriticas, macréfagos y polimorfonucleares. Las células inmunocompetentes se
encuentran distribuidas por todo el organismo, como epitelios y mucosas, pero su
concentracion maxima esta en los ganglios linfaticos y bazo. En estos tejidos se
dan las condiciones Gptimas para su estimulacién antigénica gracias a que a ellos
afluyen con facilidad las sustancias extrafias (antigenos) a través de los vasos
linfaticos y es posible la interrelacion celular éptima para que se pueda iniciar y
desarrollar la respuesta inmune. (57,10

La respuesta inmune ante la infeccion por Leishmania inicia con la respuesta
innata. Los receptores TLR2 (Toll-like receptor 2), presentes en macréfagos,
células dendriticas (CD) y células asesinas naturales (NK) reconocen moléculas
en la superficie del parasito, tales como el lipofosfoglicano (LPG) y una
glicoproteina de 63kDa (gp36) e inducen la produccion de citocinas
proinflamatorias: Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), IFN-y e Interleucina 12
(IL-12), asi como de moléculas coestimuladoras. (s 9,11

El macrofago cubre un papel triple en la enfermedad: es la célula hospedera,
célula presentadora de antigenos que activan las células T especificas, y célula
efectora cuya eficacia leishmanicida depende de la activacion por parte de las
citocinas IFN-y y TNF-a. (11,131s)

La respuesta principal a la leishmaniasis es de tipo celular. El progreso de la
infeccion, demostrado en el modelo Leishmania-raton, depende de la dicotomia en
el desarrollo de las células T CD4+ hacia las vias Thl (proteccion) o Th2
(exacerbacion). La IL-12 induce la expansién de clonas Thl, con la elaboracion de
diferentes perfiles de citocinas, como IFN-y y TNF-a, que inducen la producciéon
de oxido nitrico (NO) en el macréfago. IL-4 e IL-10 determinan la diferenciacion
hacia clonas Th2 (activacion policlonal de células B), y la produccion de IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 y Factor de Crecimiento Tumoral beta (TGF-B). (12,14,15)
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Fig. 1 Células Inmunocompetentes. Inmunidad Innata y adaptativa.

Fuente: Mauricio Quezada, Nature Reviews, 2011.

4. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS INMUNOCOMPETENTES DE
INTERES

4.1 MONOCITOS Y MACROFAGOS

Con el término de monocitos se engloban a las células con caracteristicas y
funciones similares, presentes en la sangre y también distribuidas en varios
lugares del organismo. Los monocitos son células grandes con un solo nucleo, un
aparato de golgi muy desarrollado, gran cantidad de lisosomas y muy ricos en
enzimas de diferentes tipos, entre los que destacan proteasas, peroxidasas y
lipasas. Cuando los monocitos se encuentran en los tejidos, sufren ciertas
modificaciones ligeras y se le conoce como macréfagos.se,7) Tanto los monocitos
como los macréfagos poseen, ademas de la capacidad fagocitica ya indicada,
capacidad de adherencia a los tejidos, al vidrio y al plastico, asi como una gran
movilidad en estas superficies (quimiotaxis). Los macrofagos tienen una vida
media de varios meses. Poseen también gran actividad metabdlica, sobre todo en
lo que se refiere a sintesis de proteinas, incluso cuando se encuentran en

reposo0.(16,17)
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La funcion principal de los macrofagos es la de fagocitar todos los cuerpos
extrafios que se introducen en el organismo como las bacterias y sustancias de
desecho de los tejidos asi como en ciertas circunstancias actuar como célula
presentadora de antigenos y la de producir las citocinas proinflamatorias TNF-a,
IL-1 e IL-6 cuando son activados adecuadamente. (12,13

Tanto los monocitos como los macréfagos proceden de un precursor comun, la
CFU-GM o unidad formadora de colonias granulocitico-macrofagicas, de la médula
0sea. En una primera instancia aparecen como monocitos circulantes durante un
periodo corto de tiempo caracterizandose entonces por la expresar CD14, para
después instalarse en diferentes tejidos y diferenciarse a macrofagos.
Dependiendo del tejido donde se ubiquen tienen un nombre distinto. (15

4.2 LINFOCITOS

Los linfocitos son células que poseen un nudcleo muy voluminoso y en el
organismo sufren un proceso muy complejo de maduracion, bien en el timo o bien
en médula 6sea en humanos o en la bolsa de Fabricio en las aves. Debido a ello
se los clasifico en linfocitos B y linfocitos T, porque originariamente se vio que
maduraba en la bolsa de Fabricio y timo respectivamente de las aves.  También

se ha visto que en los mamiferos los linfocitos B maduran en la propia médula

osea. (o)

Linfocito

Linfocitos B Linfocitos T Helper  Linfocitos T citotoxicos

Anticuerpos

Fig. 2 Tipos de linfocitos

Fuente:http./inmunidadgabri.blogia.com

Especialidad en Diagndstico de Laboratorio en Salud, Mencién: Inmunologia, Lise Amparo Oporto Velasco 4


https://www.google.com.bo/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiT1revvanOAhWK7yYKHYnqBeQQjB0IBg&url=http%3A%2F%2Finmunidadgabri.blogia.com%2F2007%2F120802-maduracion-de-linfocitos-y-respuesta-inmunitaria.php&bvm=bv.128617741,d.eWE&psig=AFQjCNGAuOIDSMhLm97njdgL8OlxMcBQ7A&ust=1470458686430436

Optimizacion del MTT como método de cuantificacidn de la proliferacidn celular de esplenocitos murinos.

1.2.1 LINFOCITOS B

Morfologicamente los linfocitos B son indistinguibles de los linfocitos T, sin
embargo existen enormes diferencias de tipo molecular que justifican su distinta
funcion.  Como se ha dicho antes, en los mamiferos el proceso de diferenciacion
de los linfocitos B se realiza en la médula 6sea y es independiente de todo
estimulo antigénico y se regula por factores presentes en el microambiente de los
organos linfoides primarios. Fenotipicamente los linfocitos B se caracterizan por la
presencia de inmunoglobulinas en su membrana, el marcador CD19 ademas de
los marcadores de membrana CD35, MHC Il y CD21. La molécula CD21 puede
actuar como receptor del virus Epstein-Barr (EBV); precisamente el tratamiento de
linfocitos con EBV es el procedimiento de eleccion para la preparacion de lineas
celulares de tipo B. (19

Cuando los linfocitos B se activan se transforman en células memoria y en células
plasmaticas. Estas son células mas grandes que los linfocitos, muy ricas en
reticulo endoplasmico, y especializadas en la sintesis y secrecion de grandes
cantidades de inmunoglobulinas. (19

1.2.2 LINFOCITOS T

Los linfocitos T se caracterizan por poseer receptores especificos para los
antigenos, denominados receptores de células T o TCR (con cadenas af) los
cuales reconocen péptidos antigénicos unidos a proteinas codificadas por los
genes del MHC. Fenotipicamente se caracterizan por expresar la molécula CD3
asociada al TCR ademas de otros marcadores de membrana como CD2 y CD7.
Los linfocitos T son los responsables de la respuesta inmune celular, jugando un
papel fundamental en controlar y desarrollar la respuesta inmune adquirida
mediante la produccion de citocinas solubles y el desarrollo de linfocitos T
citotoxicos (Tc) con una actividad litica importante de células infectadas por virus o
células tumorales. (10,14)

Los linfocitos T maduran en el timo, durante dicho proceso, los timocitos adquieren
una serie de moléculas nuevas en su superficie que después tendran aspectos
funcionales de relevancia. En el proceso de diferenciacion de timocitos a linfocitos

maduros se destruyen un gran numero de células (aproximadamente el 97% de
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los timocitos), que son precisamente aquellas que presenta mayor capacidad
autorreactiva. Esto se lleva a cabo por un proceso de seleccion timica que se
realiza en dos fases y estéa condicionado por el grado de afinidad del TCR con las
moléculas del MHC de las células epiteliales del timo. Los linfocitos T son
una poblacién celular muy heterogénea formada por diferentes tipos de células y
representan alrededor de 40-60% de los linfocitos periféricos. (s
Hay cuatro tipos de linfocitos T funcionalmente diferentes:
* Linfocitos T de colaboracion (Th). Se caracterizan por su capacidad de
producir citocinas. En consecuencia participan en la iniciacién y el desarrollo
de la respuesta inmune. Pueden ser de dos tipos Thl y Th2. El tipo Thl
promueve la respuesta celular (IFN-y, IL-2 e IL-12). El tipo Th2 promueven la
respuesta humoral, (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10). Fenotipicamente son CD3+ y CD4+
y reconocen MHC de tipo Il.
 Linfocitos T citotéxicas (Tc): Principales responsables de la citotoxicidad de
la respuesta inmune celular. Destruyen células infectadas por virus y células
tumorales. Fenotipicamente son CD3 + y CD8+, reconocen MHC de tipo I.
También se les conoce como CTLS. (13
» Linfocitos T reguladoras (Tr): Su funciéon principal es terminar la inmunidad
mediada por células T y suprimir las células T autoreactivas. Pueden ser de
varios tipos, siendo las mas comunes CD4+, CD25+ FoxP3+. Estas células
presentan una potente accion reguladora de la respuesta Inmune y tienen gran
relevancia en los procesos de tolerancia y en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. (o)
* Los linfocitos tratados hasta el momento son aquellos que poseen como TCR
las cadenas a y [, pero sin embargo existe otra poblacién minoritaria de
Linfocitos T que poseen como TCR las cadenas yd (Gamma, Delta). Estos son
conocidos como linfocitos gd que se piensa que tienen una funcion importante
en el reconocimiento de los antigenos lipidicos y se pueden encontrar en

abundancia en la mucosa del intestino. (1
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1.3 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (CD) son las células presentadoras de antigenos (APCS)
mas potentes. Comprenden una serie de leucocitos que esta ampliamente
distribuido por todos los tejidos especialmente en aquellos que estan situados en
la interfase de distintos medios. Las células dendriticas derivan de progenitores de
la medula 6sea y circulan por la sangre como precursores inmaduros hasta que
migran a los tejidos donde maduran y se diferencian activdndose, capturando y
presentando antigenos mediante moléculas MHC. Con una adecuada estimulacion
migran a las tejidos linfoides secundarios donde presentan los antigenos a las
células T e inducen una respuesta inmune.

Las CD se dividen en dos tipos segun su origen: DC mieloides (CD11+, CD123+
CD33+) provocan respuestas T de tipo Thl y requieren GM-CSF para sobrevivir;
las CD del plasma (CD11+, CD123+) inducen respuestas T de tipo Th2 y al
contrario que las mieloides requieren IL-3 para sobrevivir. Las CD regulan los
mecanismos involucrados tanto en la respuesta innata como en la adquirida por lo
gue son foco de interés debido a su papel clave en las respuestas anti-cancer,
anti-virus de ahi su uso potencial en el desarrollo de vacunas asi como por su
participacidbn en los mecanismos tanto de tolerancia inmunolégica como en el

desarrollo de enfermedades por autoinmunidad. (22

5. OBTENCION DE CELULAS DE EXPERIMENTACION.

Los modelos experimentales en particular el modelo murino, ha sido ampliamente
utilizado para la evaluaciéon de la respuesta inmune como también en el estudio
del potencial inmunotéxico de farmacos, especialidad hoy en dia conocida como
inmunotoxicologia. La caracterizacion de los componentes, su funcion, sus
interacciones y sus mecanismos efectores, es fundamental al momento de
estudiar la capacidad inmunomoduladora de cualquier molécula. Dentro de los
elementos celulares responsables de la funcion efectora adaptativa y asociados
con buena parte de los efectos adversos que sobre el sistema inmune pueden
inducir los farmacos estan los linfocitos T cooperadores, los linfocitos T citotoxicos
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y los linfocitos B, al igual que los monocitos, los cuales pueden ser monitoreados
respectivamente. (s 21,22

Por lo tanto dentro de los modelos animales el mas estudiado por las ventajas que
ofrece es el murino, siendo mas accesible la obtencion de células esplénicas ya
gue entre ellas tenemos una gran gama de células participantes en la Respuesta

inmune, y un alto porcentaje de células mononucleares. (10,13

2.1 ESTRUCTURA DEL BAZO.

En general, en la estructura del bazo podemos distinguir la pulpa blanca,
constituida por tejido linfoideo, repartido en: un tejido mas denso alrededor de las
arteriolas, llamado vaina linfoide periarteriolar (PALS), que constituye la zona T del
bazo; por fuera del PALS, una zona mas difusa llamada zona marginal, rica en
linfocitos B y macrofagos. La pulpa roja es una red de sinusoides venosos que
contienen macrofagos residentes especializados (macrofagos de los senos
esplénicos), que se encargan de destruir eritrocitos y plaguetas viejas (proceso de
hematocatéresis).

Este drgano linfoideo secundario esta especializado en capturar antigenos
transportados por la sangre. En la zona T del bazo (PALS) las células
dendriticas interdigitantes captan y procesan el antigeno, presentandolo en sus
MHC de clase Il a los TH en reposo, activandolos. A su vez, los TH activados
activan a las células B, las cuales, junto con algunos linfocitos T migran a la zona
marginal, convirtiendo los foliculos linfoides primarios en foliculos secundarios, con
sus centros germinales poblados de centroblastos en multiplicacion. Por tanto en
su estructura contiene células mononucleares; células T(50%), células B(40%),
células NK (10%) y ademas células reticulares dendriticas y macrofagos

fagociticos. (2
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Fig. 3. Seccidon y estructura del Bazo

Fuente: http://image.slidesharecdn.com/histologadelsistemainmune

2.2 CONCEPTOS DE CULTIVO CELULAR.

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades
fisiologicas, bioquimicas y genéticas. Dependiendo del grado de preservacion de
la estructura del tejido o del érgano de origen y de su duracién hablaremos de
diferentes tipos de cultivos: de 6rganos, explantes, primarios o0 secundarios, etc.
Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran numero de disciplinas y
aproximaciones al estudio del fendmeno celular. 3 16,1723,

* Actividad intracelular. Mecanismos implicados en los diferentes procesos
intracelulares, como por ej. Transcripcibn de DNA, sintesis de proteinas,
metabolismo energeético, etc. (25

* Flujo intracelular. Movimientos intracelulares de sustancias y sefales
asociadas a los diferentes procesos fisiologicos, como por ej. Ensamblaje y
desensamblaje de los diferentes componentes intracelulares, movimientos del

RNA: ndcleo-citoplasma, movimiento de proteinas.
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* Ecologia celular. Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular, de su diferenciacion, como por ej.
Estudio de las necesidades nutricionales, infecciones, estudio de la transformacion
celular (inducidas por virus o agentes quimicos), cinética de la poblacién celular.

* Interacciones celulares. Procesos de induccién embrionaria, cooperacion
metabdlica, inhibicidbn por contacto o por adhesidn, interacciones célula-célula.

(2,3,32,33)

2.3 REQUERIMIENTOS DEL CRECIMIENTO CELULAR

2.3.1 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES
2.3.1.1 MEDIOS DE CULTIVO: composicion de nutrientes esenciales balanceados
cuantitativamente.
Aminoacidos: sintesis de proteinas y acidos nucléicos
Hidratos de carbono: fuente de energia
lones inorganicos,
Vitaminas, etc.
2.3.1.2 SUERO: composicion no cuantitativa de diferentes componentes con
actividad promotora del crecimiento celular.
Requerimientos fisiologicos
e Temperatura (generalmente 37° C)
e pH Optimo (generalmente 7.2-7.4)
e CO2 (generalmente 5%)
e Presion osmotica

e Humedad cercana a saturacion

Tipos de medio de cultivo
Definidos (sin suero): compuesto por elementos cuya composicion quimica y
concentracion estan perfectamente determinados. Medio solo o con agregados de

formulaciones especiales:

Especialidad en Diagndstico de Laboratorio en Salud, Mencién: Inmunologia, Lise Amparo Oporto Velasco 10



Optimizacion del MTT como método de cuantificacidn de la proliferacidn celular de esplenocitos murinos.

Ejemplos:
« MEM: medio esencial minimo, 27 factores esenciales para el crecimiento
celular.
«  DMEM: medio esencial minimo modificado.
« HamF12: MEM + albumina, transferrina, insulina y piruvato de sodio.
No definidos (con suero o hidrolizados proteicos): tienen componentes cuya
composicién quimica y concentracion no estan determinados.
Ejemplos:
* Medios de mantenimiento: células con metabolismo basal (MEM + 2% de
suero)
* Medios de crecimiento: activacion del ciclo celular (MEM + 10% de suero)
(32,33)

3. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para determinar la viabilidad celular se emplean diferentes métodos mediante dos

principios:

1) La incorporacion y retencion, por parte de las células viables, de colorantes
fluorescentes como la diacetil fluoresceina, la eosina o de isétopos radiactivos
como el Cromo *.

2) La exclusion por células vivas de colorantes vitales como el azul tripan, la

eritrosina o la nigrosina; método basado en la propiedad de la permeabilidad

selectiva de la membrana plasmética. La pérdida de esta propiedad por parte de
las células muertas permite la difusién del colorante al citoplasma, asi las células
muertas son facilmente diferenciables de las vivas, ya que al mantener la
integridad funcional de sus membranas, al microscopio permanecen incoloras,

translucidas y refringentes. (- 3

4. ESTUDIOS FUNCIONALES DE LINFOCITOS

Los estudios in vitro de los linfocitos, se realizan sobre células aisladas 6 cultivos

celulares, produciendo su activacion y analizando los fendmenos que se producen

tras ésta. La activacion de los linfocitos T se la esquematiza a través del TCR-CD3

y de la sefal coestimuladora CD28.
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La activacion del TCR con el antigeno y de las moléculas coestimuladoras con sus
ligandos en la célula presentadora (CD4/HLA-1I, CD28/B7, CD2/LFA-3) activa una
serie de sefales intracelulares que desencadenan la produccion intracelular de
moléculas intermedias como proteinas fosforiladas, fosfolipidos (Mioinositol
trifosfato,IP; y Diacetilglicerol, DAG) y calcio. Estos metabolitos intermedios
activan a nuevas enzimas como la calcineurina (calcio), la proteina quinasa C
(DAG), las enzimas de la cascada de la MAP-Cinasa (Protein cinasa activada por
mitdbgenos) o la Jun-cinasa que inician la sintesis y activacion de los factores de
transcripcion. Los factores de transcripcion producidos (Fos, Jun, factor nuclear
de células T activadas o NFAT, NF-kB) desencadenan la transcripcion de los
genes de IL-2 y otras citocinas. La activacion de linfocitos B es muy similar, salvo
en la fase de inicio de la sefial ya que en lugar del TCR, posee la inmunoglobulina
de superficie, sus sefiales coestimuladoras son distintas (por ejemplo, el C3d del
complemento), en lugar de la Ick son mas importantes otras cinasas de la misma
familia (fyn, Lyn y BIK) y carece de ZAP-70 que es sustituida por Syk.

Todos los estudios se basan en activar a los linfocitos y analizar posteriormente
los cambios producidos tras la activacion. Para activar los linfocitos se emplean
distintos estimulos que pueden actuar a dos niveles, utlizando las rutas
fisiologicas de activacion actuando sobre moléculas de la membrana celular o
activando directamente las vias metabdlicas intracitoplasmicas. Una combinacion
adecuada de estas sefiales permite la exploracion de todos los eventos de la
activacion y la localizacién del defecto. Entre los fendmenos observables que se
producen tras la activacion destacan la proliferacion celular o transformacion
blastica, cambios en los marcadores de la membrana celular, secrecién de
citocinas y otras moléculas, cambios en los metabolitos intracelulares y realizacion

de una funcion efectora. (2627
ACTIVADORES DE LOS LINFOCITOS: Los mas importantes son:

- Activadores policlonales o mitbgenos como las lectinas vegetales.

- Anticuerpos Monoclonales dirigidos contra receptores de membrana.
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- Antigenos de recuerdo como PPD, Candida, Estreptocinasa, tétanos o
difteria.
- Células halogénicas como el cultivo mixto con linfocitos de donante con
distinto HLA.
- Interleucinas.
A medida que se descubren otros metabolitos intermedios es posible conseguir
analogos que actien como activadores intracitoplasmicos y permiten mapear otras
vias. (4,19,34)
La estimulacién blastica o blastogénesis es actualmente una de las técnicas mas
precisas y difundidas para el estudio de la capacidad de estimulacion especifica y
no especifica de los linfocitos in vitro. Esta técnica se basa en la capacidad que los
linfocitos tienen para responder frente a un antigeno (respuesta especifica) que
por vacunacion o por sufrir una infeccion, ha inducido linfocitos memoria. Estos
linfocitos al estar de nuevo en contacto con el antigeno inducen una
transformacion blastica. Esta estimulacion blastica también puede ser inducida
de forma no especifica gracias a la capacidad de los linfocitos de reaccionar con
diferentes tipos de lectinas o mitdgenos. Las lectinas inducen una estimulacion

blastica de tipo inespecifico tanto en los linfocitos B como en los T.

Linfocito

/ Linfocinas

| Linfoblasto

Linfoblastos

Fig. 4. Esquema de la estimulacién blastica o blastogénesis.

Fuente: http://sanidadanimal.info/cursos/inmunologia3/images/imagen_024 350.png
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5. ESTUDIOS DE LA PROLIFERACION CELULAR

La activacion de un linfocito in vitro lleva, en la mayoria de los casos a la
transformacion blastica del linfocito y a la proliferacion celular. Esta dltima podria
estudiarse examinando microscépicamente las células para ver su transformacion
(test de transformacién linfocitaria) y contando las células antes y después del
estimulo. Esta técnica es muy laboriosa y en la practica se prefiere demostrar el
aumento en la sintesis de ADN tras el estimulo. Para demostrar la sintesis de
ADN pueden emplearse dos técnicas; la citometria de flujo, utilizando un marcador
fluorescente para ADN, o la incorporacion de timidida tritiada, método en el cual
los linfocitos estimulados se incuban con timidina (un precursor de la sintesis del
ADN) marcada con tritio (H3). La cantidad de timidina que se incorpora a las
células es proporcional a la sintesis de ADN. Para cuantificarla se utiliza un
contador de centelleo que expresa los resultados en CPM (Cuentas Por Minuto).
El resultado se compara con cultivos control que no han sido estimulados. Los
resultados pueden también expresarse por medio del indice de estimulacion que
es igual a CPM de cultivos estimulados dividido por CPM de cultivos control. En
estos estudios son importantes las curvas dosis-respuesta (proliferacion en
respuesta a distintas concentraciones del mitdbgeno) y tiempo-respuesta

(proliferacion a lo largo de los dias de cultivo).

Los ensayos de proliferacion pueden tener gran variabilidad, ya que estan
influenciados por distintos factores como edad y caracteristicas étnicas, abuso de
alcohol y drogas, algunos farmacos, situaciones de stress y afliccién, forma de
preparacion de la muestra (concentracion de células, dosis del estimulante, etc.),
influencias reguladoras del propio cultivo (por ejemplo linfocitos T supresores), etc.

Los estudios de proliferacion se emplean sobre todo para linfocitos T. (1.4,23 34)

6. ESTUDIOS DE PRODUCCION DE SUSTANCIAS Y CAMBIOS DE FENOTIPO
Tras su activacion los linfocitos producen sustancias bioactivas y pueden cambiar
de fenotipo, lo cual se manifiesta por cambios en los marcadores de membrana

apareciendo unos y desapareciendo otros:
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- Cambios en los linfocitos T: para los linfocitos T, la sustancia mas
importante producida tras la activacion es la IL-2, aunque también pueden
medirse otras citocinas como la IL-4 o el IFN-y. Para medir estas sustancias
en los sobrenandantes de los cultivos se utilizan técnicas de ELISA o
ensayos biologicos (por ejemplo capacidad del sobrenandante para hacer
proliferar otras células dependientes de IL-2). La activacion también
produce cambios en los marcadores de membrana. El mas importante es
un aumento de la expresion del receptor de IL-2 que puede detectarse
incubando las células con AcMo anti-IL-2R y analizandolas posteriormente
por citometria de flujo. En condiciones normales, solo el 2% de los linfocitos
T expresan el receptor, pero se eleva al 40-75% tras la estimulacion.
Cambio en los linfocitos B: en el caso de los linfocitos B, las sustancias mas
importantes producidas tras su activacion son las inmunoglobulinas. La
presencia de inmunoglobulinas en los sobrenadantes de los cultivos se
detecta por técnicas directas inmunoenziméticas o técnicas indirectas
(ensayos biolégicos) como su capacidad para producir en presencia de
complemento, la hemdlisis de hematies de un determinado antigeno. Un
ejemplo de cambio de fenotipo es la modificacion del isotipo de
inmunoglobulinas de superficie.

Si esta cambia de IgM a IgG tras la activacién, indica que se ha

experimentado el switch y se han producido linfocitos B de memoria. (7

7. INDUCCION DE PROLIFERACION CELULAR

La inmunidad de tipo celular constituye un mecanismo fundamental para la
defensa del organismo. Esta respuesta, mediada por linfocitos T, es esencial para
la proteccién contra patdgenos intracelulares.

Debido a la importancia que tiene la accion de los linfocitos T en la defensa del
organismo, se han desarrollado pruebas inmunolégicas que permiten evaluar su
funcionalidad. (1 24

Mitdégenos se denomina a aquellos agentes capaces de inducir la proliferacion de

una gran cantidad de clones de linfocitos T y/o B, de modo inespecifico, debido a
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esto se los conoce como activadores policlonales. Las lectinas o lecitinas son las
mas empleadas; estas conllevan la aglutinacion de células y activacion policlonal
de células T, B, o ambas, un ejemplo de ellas es la concanavalina A “ConA”,
fitohemaglutinina “PHA”, mitogeno de fitolaca “PWM” y lipopolisacaridos “LPS” de
bacterias gram negativas cuya actividad como mitdgeno reside en la porcién de
|I'pld0 A. (33)
Las lectinas mitdgenas son sustancias derivadas de plantas y bacterias que se
unen, formando enlaces cruzados, con residuos hidrocarbonados especificos de
Rc de superficie de linfocitos.
Algunas lectinas son:

- Fitohemaglutinina , concavalamina A: mitégenos de células T.

- Mitégeno de fitolaca o mitbgeno pockwed: mitdgenos de células Ty B

- Lipopolisacarido: mitbgeno de células B
La proliferacion de linfocitos in vitro inducida por mitégenos es la prueba mas
ampliamente utilizada en laboratorio. Se basa en que estas lectinas, como la
Concanavalina A, se unen a residuos hidrocarbonados de glucoproteinas de
superficie de los linfocitos T, estimulando su proliferacion policlonal. (2324
Esta técnica constituye una herramienta para el diagnéstico de las
inmunodeficiencias de tipo celular, tanto primarias como secundarias. En
inmunologia clinica experimental, resulta de gran utilidad para el estudio del efecto
gue los farmacos, productos biolégicos (vacunas, inmunomoduladores) y agentes
patdgenos provocan sobre la respuesta inmune celular. (15 25
El método tradicional para la prueba de linfoproliferacion utiliza linfocitos
purificados por gradiente de centrifugacion como fuente de células para el cultivo y
la captacion de timidina tritiada como método de medicidn de la proliferaciéon. Se
fundamenta en que las células en proceso proliferativo inducido por el mitégeno,
incorporan la timidina marcada radioactivamente con tritio (3H) como base para la
sintesis del nuevo ADN; por lo tanto estima el numero de células que estan
proliferando. El nivel de proliferacion se evalita en funcién del nivel de

radioactividad alcanzado por las células en cultivo.
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Una variante de esta técnica la constituye el uso de sangre entera como fuente de
linfocitos para el cultivo, con revelado de proliferacion por ensayo colorimétrico con
MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio). Se fundamenta
en la transformacion de esta sal de tetrazolio, de color amarillo, en cristales de
formazéan de color azul por parte de enzimas mitocondriales de las células activas;
mide, por lo tanto, el nimero total de células vivas. (3437

Cada uno de los procedimientos descritos presenta diferencias en lo que se refiere
a la complejidad operativa, al tiempo que se obtienen los resultados, al costo y al
requerimiento de equipamiento. El revelado por ensayo colorimétrico evita el uso
de sustancias radioactivas y requiere de un lector de placas, equipo mas accesible
gue un contador de centelleo.

Los resultados y las conclusiones acerca de la idoneidad de estas dos
metodologias para evaluar la proliferacién linfocitaria en comparacién con el

meétodo tradicional, varian entre las diferentes publicaciones. (1 37,41 42)

7.1 CONCANAVALINA A (Con A)

Es una excelente inductora de mitosis en linfocitos T y se emplea también en la
preparacion de reactivos para identificar glicoproteinas y polisacaridos. Es una
proteina globular de origen vegetal, que se obtiene a partir del frijol Canavalia
ensiformis, cuyo contenido varia entre 1 y 3 % en peso. Debido a sus propiedades
bioquimicas, la Con A fue clasificada por Sumner y Howell en 1936 como una
lectina. Los estudios realizados demuestran que la Con A es un excelente inductor
de mitosis en los linfocitos T que, junto a la fitohemaglutinina (FHA), conforman un
arsenal importante en los estudios cromosOmicos y en la deteccién de sus
anomalias. Las lectinas en general, son proteinas o glicoproteinas naturales de
origen no inmune que pueden aglutinar células y son capaces de un
reconocimiento especifico para un determinado carbohidrato uniéndose
reversiblemente, sin alterar la estructura covalente de los ligandos glicosidicos
reconocidos. (1 3 34-36)

Las lectinas estan compuestas por una cadena polipeptidica en la cual pueden

estar unidos o no, uno o mas residuos de carbohidratos, normalmente de 2 a 15
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monosacaridos residuales, que pueden estar constituidos principalmente por dos o
mas azucares entre ellas glicoproteinas y glicolipidos como: D-Manosa, D-
galactosa, D-Glucosa, L-fucosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-Dgalactosamina,
acido salicilico, glucosamina y galactosamina. Se une especificamente a ciertas
estructuras que se encuentran en diversos azucares, glicoproteinas y glicolipidos,

principalmente en grupos alfa- manosilo. (2434-36)

7.2 LIPOPOLISACARIDO (LPS)

Entre los mitdgenos de origen microbiano se encuentra el lipopolisacarido (LPS)
gue es un componente integral de la membrana externa de la pared celular de las
bacterias gram negativas, que fue utilizado en los experimentos de este estudio
puesto que estimula exclusivamente células B. El LPS esta formado por un
fosfoglicolipido anclado a la membrana bacteriana, lipido A, unido covalentemente
a un heteropolisacéarido hidrofilico, que le confiere la actividad biologica a la
molécula. (19,23

Los cambios que se producen en la célula cuando ocurre la activacion linfocitaria
mediada por antigenos o mitdégenos, incluyen sintesis de proteinas, ARN y ADN,
ademas de cambios morfologicos como el aumento del citoplasma.

De esta forma, evaluando alguna de estas actividades es posible medir la
capacidad funcional de linfocitos B para proliferar en respuesta al estimulo al que

ha sido expuesto. (19, 34,35 36)

8. EVALUACION Y CUANTIFICACION DE LA PROLIFERACION CELULAR
POR EL ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO DEL MTT.

Comunmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares, se
emplean diferentes métodos de tincion celular con el fin de estimar de manera
indirecta el nimero de células viables presentes después de un tratamiento.

La mayoria de éstos son de punto final, al usarse de forma destructiva, lo cual
imposibilita seguir el comportamiento de las células después de ser sometidas a
un tratamiento traumatico. Una prueba in vitro ideal para evaluar la proliferacién

celular y la citotoxicidad debe tener como caracteristicas principales: ser simple,
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rapida, eficiente, econdémica, reproducible, sensible, segura, efectiva en la medida
de que la poblacidon celular sea viable y, que no muestre interferencia con el
compuesto a evaluar. s

Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad in vitro. Primero,
el uso de colorantes tales como cristal violeta y sulforrodamina B, que colorean
componentes especificos de las células y permiten medir residuos celulares
después de un tiempo de incubacién con el compuesto evaluado. Segundo, los
detectores de liberacion de componentes constitutivos celulares, que miden la
actividad de enzimas tales como lactato deshidrogenasa, y finalmente, aquellos
gue miden la funcion metabdlica de las células usando las sales de tetrazolio:
bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio(MTT);(3-[4,5,dimetiltiazol-
2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS) vy (23-bis-(2-
metoxy-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilido)(XTT), los cuales al ser
reducidos a formazan producen una intensa coloracion. EI método mas empleado
es la reduccién metabolica de MTT, basado en la reduccion del bromuro de 3-(4.5-
dimeltiltiazol-2-ilo)-2.5-difeniltetrazéleo (MTT). Este colorante amarillo palido,
soluble en agua, es reducido tempranamente en células viables, por componentes
de la cadena respiratoria, a formazan (cristales azul violeta, insoluble en agua),
fundamentalmente por la respiracion (deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo
de electrones, lo cual es intrinsecamente toxico para las células. (s 44).

La proliferacion por ensayo colorimétrico con MTT se fundamenta por tanto en la
transformacion de esta sal de tetrazolio, de color amarillo, en cristales de formazan
de color azul por parte de enzimas mitocondriales de las células activas; mide, por

lo tanto, y es proporcional al niUmero total de células vivas. (12 35 36)

Promedio de la densidad éptica (DO) de los cultivos estimulados

Promedio de la densidad éptica (DO) de los cultivos no estimulados
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Mitochondrial Reductase \

B — e

3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Fig. 5 Reduccién mitocondrial del MTT a formazan (compuesto azulado)
Fuente. Berridge, 2005.

% _
N
CH,O
OCH,COOH SOg

MTS XTT WST-1

Fig. 6 Estructura quimica de las diferentes sales de tetrazéleo
Fuente: Berridge, 2005.

9. EXTRACTO DE ALCALOIDES DE EVANTA (GALIPEA LONGIFLORA)
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Planta medicinal que en Bolivia se la encuentra en los bosques tropicales en los
departamentos del Beni y La Paz. El uso tradicional mas frecuente es como en el
tratamiento de diarreas causadas por parasitos intestinales. Para el tratamiento de
la leishmaniasis, la corteza fresca o seca es molida y aplicada directamente como
cataplasma sobre las Ulceras, ademas de beber infusiones durante varios dias.

Sobre la base de informacion cientifica y medicinal acumulada hasta la fecha
sobre la especie Evanta (Galipea longiflora) se han realizado estudios en el
Instituto de investigaciones Farmaco Bioquimicas de La Paz - Bolivia, realizando la
optimizacién de la forma de extraccion de alcaloides, determindndose su actividad
antiparasitaria in vitro de la corteza de esta planta tradicionalmente empleada por
la etnia Tacana con el objetivo de dar un aporte importante para el estudio de la
basqueda de farmacos menos toxicos y naturales que se utilicen como tratamiento

alternativo. (12530

Fig. 7 Galipealongiflora (Rutaceae) evanta : planta utilizada para el tratamiento
de la leishmaniasis cutanea. Bolivia © IRD/Alain Fournet.

Fuente: http://www.suds-en-ligne.ird.fr/fr/plantes/richesse/images/13025.jpg

9.1 OBTENCION DEL EXTRACTO DE ALCALOIDES DE EVANTA. La colecta de
arboles de Galipea longiflora fue realizada por el Dr. Alberto Giménez y el equipo
del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), alrededor de la
Comunidad Tacana de Santa Rosa de Maravilla, Provincia Abel Iturralde, La Paz,
Bolivia, habiéndose identificado taxondédmicamente por comparacién con las

muestras (AS49 y SD17) depositadas en el Herbario Nacional de Bolivia. (g
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9.2 METODOS DE EXTRACCION

9.2.1 EXTRACCION CONTINUA

Mediante dos equipos de extraccion continua, molieron finamente cantidades
iguales de corteza (25g) y hojas (259g), estos fueron extraidos con 250mL de
diclorometano (CH,Cl,) por 2,5 horas. Los extractos obtenidos por rotaevaporacion
(120rpm y 40°C), fueron secados con bomba de alto vacio, hasta peso constante.
El rendimiento de la extraccion fue de 3.7% (corteza) y 3.1% (hojas), con relacion

al peso seco de la planta.

9.2.2 MACERACION

El material vegetal seco finamente molido obtenido fue macerado por 3 dias en
CH.CI, (10L x 3veces), en percoladores conicos de acero inoxidable. El extracto
fue filtrado y concentrado a 40°C y secado con una bomba de alto vacio hasta
peso constante. El rendimiento de la extraccion fue de 4.6% (corteza) y 3.9%

(hojas), con relacion al peso seco de la planta.

9.2.3 OBTENCION DE ALCALOIDES TOTALES :

El extracto crudo (50g) fue disuelto en 100 mL de diclorometano (CH.Cl,) vy
sometido a lavados sucesivos con HCl 1N (100mL x 3veces, cada uno por 30
minutos sobre agitador magnético). Los lavados acidos fueron controlados con un
espectrofotometro UV, combinados y llevados a precipitacién completa con NaOH
2N. El sdlido formado fue extraido con CH,CI, (100 mL x 3 veces). La solucién
organica fue deshidratada con NaSQ,, filtrada, evaporada al vacio y secada con
una bomba de alto vacio hasta peso constante. Los rendimientos fueron del
2.0%(corteza) y 0.57%(hojas). (1,247

9.2.4 PURIFICACION DE LOS ALCALOIDES DE LA CORTEZA

Los alcaloides totales (17.6g) fueron disueltos en CH,Cl, (7OmL) y se adiciono
Silica gel (65g). La muestra fue secada utilizando rotaevaporador y sometida a alto
vacio por 30 minutos. Este material fue utilizado como cabeza en la columna VLC

(10 cm diametro x 10 cm alto), con Silica gel (275¢g). La columna fue eluida (bajo
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vacio) con Tolueno (2 L, Fraccion 1,4.5g); Tolueno-dietil éter (80:20; 0.50L,
Fraccion 2, 4.79g); Tolueno-dietil éter (80:20; 0.75L, Fraccion 3, 4.1g) y Tolueno-
metanol (80:20, 0.50L, Fraccién 4, 3.5g). Todas las fracciones obtenidas de la
corteza, confirmaron la presencia de los alcaloides 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 identificados
por TLC-MS. (130,47

9.2.5 PURIFICACION DE LOS ALCALOIDES DE LAS HOJAS

Se purificaron los principios activos de los extractos de hojas de la misma manera
gue con la corteza, la Fraccion 1, se obtuvo mediante cristalizacion con n-hexano
caliente, la 2-fenil-quinolina (30%, con relacién al peso de alcaloides totales). Las
Fracciones de las hojas también se analizaron por TLC-MS , encontrando como
alcaloides mayoritarios a las moléculas 1, 3, 4, 8, 9 y 10 como alcaloides

minoritarios los compuestos 7 y 11 detectados por MS de alta resolucion. (1253047

10. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE INTERFERON GAMMA (IFN-y)

En general el interferon gamma (IFN-y), es una citocina pro inflamatoria producida
por los Linfocitos T y las células NK, y por tanto, la evaluacién de la produccion de
la misma es un indicador indirecto de la funcionalidad de los linfocitos T y las
células NK asociando los niveles altos de produccion generalmente con una

efectiva respuesta del huésped en defensa contra patégenos intracelulares.

También llamado interferén inmunitario o de tipo Il, tiene como funcibn mas
importante, la activacion de los macrofagos, tanto en las respuestas inmunitaria
innatas como las respuestas celulares adaptativas, previamente interviene en la

reclutacion de monocitos de la circulacion.

Otra de sus funciones es dirigir la diferenciacion de los Linfocitos T CD4+ en
linfocitos Thl, la cual ocurre en respuesta a los microrganismos y que también
activa a las células dendriticas, los macréfagos y los Linfocitos "natural killer" (NK);
para inducir mayor secrecion de IL-12, la cual promueve mas diferenciacion a Thl,

amplificando fuertemente la reaccion.
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Por ejemplo en el caso de la leishmaniasis, la resistencia del huésped al parasito
depende del desarrollo de la respuesta inmune celular, en la cual participan
activamente los linfocitos CD4, mediante la sintesis y liberacion de linfocinas
solubles como la interleucina-2 (IL-2) y el interferbn gamma (IFN-y) necesarios
para la activacion macrofagica, la respuesta efectora de los linfocitos T citotoxicos
y la actividad citotéxica de las Células Natural Killer (NK), que dan lugar a la

destruccion del parasito. (11,12,1s)
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. ANTECEDENTES

Para el estudio de toxicidad in vitro de sustancias, se consideré importante la
evaluacion de la actividad del producto sobre células obtenidas y aisladas a partir
de un huésped vivo; esto porque células de estas caracteristicas son altamente
susceptibles y sensibles a cualquier componente tdéxico que pudiera estar presente

en el medio de cultivo. (419 25)

El estudio de la viabilidad y la proliferacién celular es un factor importante para
evaluar las respuestas de una poblacion celular a factores externos como factores
de crecimiento, medicamentos, etc. Para el estudio de la proliferacion, uno de los
primeros métodos fue el ensayo del MTT que fue desarrollado por Mosmann en
1983 siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang. (>.434

El ensayo de proliferacion celular por MTT permite un contaje simple, preciso y
altamente reproducible de las células metabdlicamente activas, basandose en la
reduccion metabdlica del ensayo de la reduccidon del Bromuro de 3(4,5
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdleo (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa convirtiéndose en un compuesto coloreado de color
puarpura (formazan) permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las
células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de

formazan producido. (12530

La utilizacion de analogos de MTT como son el XTT (2,3-bis(2-metoxi-4--nitro-5-
sulfofenil)-5[(fenilamino)carbonil]-2H) hidroxido de tetrazdleo y recientemente el
MTS(3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazoleo)
estan siendo empleados para ensayos de este tipo, donde a diferencia del primero
la forma reducida de estos agentes (formazan) es soluble en agua, lo que permite
realizar el ensayo en un solo paso, una ventaja adicional es el tiempo mas corto
de incubacion el cual es resultado de la adicion de un agente acoplador de
electrones como es el Fenasin Metosulfato (PMS) y/o el Fenasin Etosulfato (PES)

el cual acelera la reduccion del sustrato.
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Y finalmente el método WSTS (sales de tetrazolio solubles en agua) son una serie
de otros colorantes solubles en agua para MTT ensayos, desarrollado para dar
diferentes espectros de absorcion de los formazanos formados. WST-1 vy, en
particular, WST-8 (2- (2- metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-disulfofenil) -
2H-tetrazolio), son ventajosos sobre MTT en que se reducen fuera de las células,
en combinacion con el mediador de electrones PMS, y el rendimiento un formazan
soluble en agua. Finalmente, los ensayos de WST, se pueden leer directamente (a
diferencia de MTT que necesita una etapa de solubilizacién), dar una sefial mas
eficaz que el MTT, y disminuir la toxicidad a las células (a diferencia de MTT de las
células permeable, y su insoluble formazan que se acumulan dentro de las

celulas). s

Otro ensayo de proliferacidn alternativo es la marcacioén con timidina tritiada, este
método esta basado en la capacidad de que tienen las células de incorporar un
marcador de ADN solamente durante la fase S. La técnica consiste en dar un
pulso corto de timidina tritiada a un cultivo en el que hay células en los periodos
G1, S, G2, M (mitosis), marcandose solo aquellas células que se encuentran en S.
Una vez terminado el tratamiento se incuba las células en su medio y se toman
muestras a intervalos regulares para observar la proporcién de células en mitosis

que aparecen marcadas. (1

El Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (IIFB), de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA, forma parte de un equipo
multidisciplinario que esta llevando adelante estudios sobre la eficacia de
formulaciones farmacéuticas, a base de los principios activos de Evanta, frente a
la leishmaniasis cutanea y continua en sus trabajos de investigacion sobre nuevas
alternativas para el tratamiento de la leishmaniasis a partir de extractos vegetales.
(28-30)

Estudios previos muestran que las investigaciones etnofarmacoldgicas son una

opcién para encontrar la actividad de nuevos componentes contra la leishmaniasis
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u otras enfermedades protozdicas, y por lo tanto EAE puede ser considerado un
tratamiento potencial alternativo como tratamiento para la leishmaniasis. (37-39)
Hasta el momento, tras la recoleccion de una variedad de plantas que usan los
Chimanes en la zona subtropical de Bolivia para curar la leishmaniasis, tres
mostraron actividad in vitro contra promastigotes de Leishmania spp.
Ampelocera edentula Kuhim (Ulmaceae), Perabenensis Rusby (euphorbiaceae) y
Galipea longiflora (rutaceae). Esta experimentacion fue realizada en ratones
infectados con diferentes cepas de Leishmania entre ellas L amazoenesis, L.

brazilensis; L. donovani e inclusive T. cruzy (epimastigotes). (3s.40)

En estos estudios a partir de un extracto crudo de Galipea longiflora (evanta), se
obtuvieron por cromatografia doce componentes activos identificados como
alcaloides quinolinicos sustituidos en la posicion de carbono 2, con actividad
leishmanicida comprobada con estudios in vivo en ratones infectados con el
parasito tratados con el Extracto de Alcaloides de Evanta, 24 horas después de la
infeccion. Entre las moléculas con actividad antiparasitaria mas representativa se
encuentra la 2-fenilquinolina y la 2-n-pentilquinolina. Los resultados fueron
comparados con medicamentos como el glucantime y la anfotericina B, los cuales
no son accesibles principalmente por su costo, por los pobladores de las zonas

endémicas de nuestro pais. (3s.)

La respuesta celular contra leishmania se inicia con la participacion de las células
presentadoras de antigeno (CPA), generalmente macrofagos que han fagocitado
de forma inespecifica al parasito y que presentan péptidos parasitarios asociados
a las moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de su
membrana externa. Dependiendo de la subpoblacién de linfocitos que resulte
activada se desarrollara un tipo de respuesta u otro. Un cambio del patron de
respuesta linfocitaria del patron Thl (con predominio de la liberacién de interferon
gamma e interleucina 2) al Th2 (con predominio de la liberacion de las
interleucinas 4 y 10). 57,9
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En general los interferones ejercen efectos inmunoreguladores como el aumento
de la actividad de células NK, activacion del sistema de complemento, modulacion
de la respuesta primaria y secundaria de anticuerpos. Ademas recientemente se
ha reportado un papel critico para el IFN-y como la principal linfocina que media la
activaciéon macrofagica, lo cual permite la destruccion de Leishmania in vitro.

Por lo tanto en el presente trabajo decidimos evaluar los efectos del IFN-y en la
respuesta linfoproliferativa frente a mitdgenos como la Concanavalina A a partir de
la evaluacion de la produccion de interferbn gamma en sobrenadantes de células
estimuladas con Con A.

De acuerdo a estudios previos in vitro, diremos que el EAE interfiere con la
activacion de células T (humanas y murinas), reduce o inhibe la proliferacion en
varios tipos celulares (J774, SP2/0, esplenocitos), promueve la reduccion de la
produccion de IFN-y y ademas tiene un posible efecto paralelo sobre la respuesta

inmune del huésped. (1,37,41-43)
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos alternativos Utiles y
necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una sustancia dada
se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar
mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de
interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia
celular, proliferacion y/o funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad de
la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion, liberacién
de constituyentes celulares o productos, regulacion iénica y divisiéon celular. Para
ello planteamos una alternativa accesible evitando a la vez el alto costo de los
estudios in vitro y la experimentacion in vivo, como es el caso del método del MTT.
A la vez buscamos una aplicacion viable en nuestro medio como es el caso de los
estudios en leishmaniasis, enfermedad que representa un problema de salud por
su alto indice epidemiolégico que a la vez constituye un problema social y
econdémico debido al alto costo del tratamiento con medicamentos especificos
como el glucantime, por lo tanto es prioritario brindar a la poblaciéon una opcién
mas natutal y mas accesible especialmente en lo que respecta a lo econémico.
Para esto, es necesario un estudio exhaustivo in vitro de técnicas de estudio
celular por medio de las cuales se pueda conocer los efectos sobre cultivos
celulares tanto en la proliferacion, inhibicion de los mismos y los efectos, ante el
EAE y la produccion de citocinas. Por esto es impresindible una técnica especifica
para evaluar estos diversos efectos sobre un modelo celular in vitro, esta
experimentacion servira como antecedente que nos permitira describir ciertos
efectos a nivel celular producidos por el EAE como pruebas piloto para poder

posteriormente aplicarlo en el modelo in vivo.
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V.JUSTIFICACION

Para poder evaluar los diversos efectos sobre las células in vitro como la toxicidad,
induccién o inhibicién de la proliferacion, etc., es necesario contar con métodos
fiables para reconocer los mismos y poder cuantificarlos. Por lo tanto recurrimos a
la técnica colorimétrica del MTT (técnica ampliamente utilizada en varios estudios
celulares) para poder evaluar en una primera etapa los efectos de mitdgenos,
utilizando Concanavalina A y Lipopolisacarido, sobre la proliferacion celular y
posteriormente para observar los efectos de EAE traducidos en una inhibicion de
la misma, y finalmente relacionarlos con la produccion de citocinas
proinflamatorias como el interferon gamma.

La inmunidad mediada por célula T, juega un rol central en la respuesta contra
patogenos intracelulares. Por ejemplo en la leishmaniasis la polarizacion Thl es
decisiva, con la produccién de IFN-y, TNF y Oxido nitrico. Por lo tanto es de
nuestro interés conocer si el EAE tiene efecto sobre la produccion celular de estas
citocinas.

Cabe mencionar que la técnica del MTT que utilizamos para evaluar la
proliferacion celular, es la mas versatil siendo un método por demas inocuo,
relativamente econdmico, rapido, de facil ejecucion, que no requiere de equipos
costosos, ni del uso de radioisétopos, comparado con los métodos tradicionales de

evaluacion de proliferacion.
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VI. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Optimizar el MTT como método de cuantificacion de proliferacion celular de

esplenocitos murinos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la proliferacion celular en esplenocitos murinos tratados con

Concanavalina A (Con A), a través del método MTT.

o Evaluar la proliferacion celular en esplenocitos murinos tratados con

Lipopolisacarido (LPS), a través del método MTT.
o Evaluar los efectos de EAE sobre la proliferacion celular inducida con Con

A en los cultivos celulares de esplenocitos murinos y también sobre la

produccion de Interferdn y.
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VIl. DISENO DE LA INVESTIGACION

1. POBLACION DE ESTUDIO

Esplenocitos murinos.

2. DESCRIPCION Y TAMANO DE LA MUESTRA
Se trabaj6é con 30 ratones hembras albinas de la cepa Balb/c de 8 a 10 semanas

de edad, de 20 a 25 g de peso.

3. CONTEXTO Y LUGAR
Los ratones fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas. Los ensayos para la obtencién, proliferacion y
cuantificacion de células, se realizaron en el laboratorio de Inmunologia del
Instituto de Servicios de Laboratorio en Diagnostico e Investigacion en Salud
(FCFB — UMSA).

4. ASPECTOS ETICOS

El modelo murino, se utiliz6 como fuente donante de 6érganos y células. Por lo
tanto fueron primordiales las buenas condiciones de vida en cautiverio de los
mismos, tomando en cuenta aspectos como su alimentacion, condiciones
ambientales e inclusive la cantidad de animales por jaula. Estos aspectos fueron
controlados gracias a una infraestructura adecuada en el bioterio y al personal
experimentado encargado del mismo.

Se realizaron buenas practicas de sujecion y eutanasia, para evitar cualquier tipo

de dolor al momento de sacrificar al animal.
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VIII. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de tipo experimental: En el cual se optimizo el ensayo del MTT como
método de cuantificacion de proliferacion celular en esplenocitos murinos,
estimulando los mismos con mitdgenos (concanavalina A y lipopolisacérido).
Como control negativo de inhibicion de la proliferacién, utilizamos el tamoxifén
a una concentracion de 5 mg/mL y a la vez un control de proliferacion sin
mitégenos para poder conocer la diferencia con la proliferacién regular de los
esplenocitos.

Posteriormente realizamos las pruebas para observar el efecto del extracto de
evanta sobre los esplenocitos a las concentraciones de 1x10’ y 2x10’ cels/mL.
Las concentraciones del extracto fueron de 50, 25, 10 y 1 ug/mL y sin evanta
(control negativo) y control negativo de proliferacion con tamoxifén.

Cada estudio se realizé por triplicado en cada etapa de la optimizacion del
ensayo,

Finalmente, para la cuantificacion de interferon gamma (IFN-y), primero
realizamos una curva de estandarizacion por medio de diluciones seriadas del
estandar de IFN-y, luego utilizando la misma, cuantificamos el interferén

gamma de los sobrenadantes obtenidos previamente.
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IX. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIALES

- Tubos Falcon estériles de 15y 50 mL
- Placas de cultivo de 96 pozos

- Placas de ELISA de 96 pozos

- Micropipetas

- Jeringa de 10 ml con aguja No. 18

- Equipo de diseccion

- Cajas petri estériles

- Camara de Neubauer

2. REACTIVOS

- Ficoll Hipaque d=1.077

- Solucion de PBS celular 0.15 M, pH 7,2

- Solucion de PBS - tween 0.1 M, pH 7,2

- Extracto total de alcaloides de evanta obtenido por extraccion con
diclorometano provisto por el IIFB.

- Lipopolisacérido (LPS)

- Concanavalina A (ConA)

- Tamoxifén

- MTT (C18H16N5SBr) Sigma Chemical Co.

- Medio de cultivo RPMI - 1640 (GIBCO)

- Suplementos para RPMI: Hepes, penicilina, bicarbonato de sodio, Suero
Fetal Bovino)

- Azul tripan 0.2% (Sigma — Aldich)

- Etanol p.a.

- Estandar de Interferbn gamma recombinante de raton - BD Pharmingen

- Kit de ELISA para la determinacion de Interferén IFN-y (MABTECH)
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3. EQUIPOS

- Centrifuga para placas

- Centrifuga para tubos

- Microscopio optico

- Microscopio invertido

- Lector de ELISA (Awareness Tecnology Inc)

- Estufa de incubacion a 37 grados centigrados.

4. PROCEDIMIENTOS

4.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Utilizamos ratones albinos hembras de la cepa Balb/c de 8 a 10 semanas de edad
y de 20 a 25 g de peso. Estos fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. Los animales fueron alimentados con

pellets constituidos de alimento balanceado y agua a requerimiento.

Intestino

Fig. 8 Seleccion de animales de experimentacion
Fuente: http://revistaanfibia.com/wp-content/uploads/2014

https://mmegias.webs.uvigo.es/a-imagenes-grandes/imagenes-esq/raton-bazo.pngd
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4.2 OBTENCION DE CELULAS ESPLENICAS
4.2.1. PROCEDIMIENTO

> Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical.

» Luego de realizar la sepsis del animal con etanol al 70%, y utilizando
material estéril, se extrajo el bazo desprendiéndolo cuidadosamente del
mesenterio, el bazo se encuentra en la cavidad abdominal en el hipocondrio
izquierdo y para su extraccién abrimos el peritoneo del raton, donde se
observo el higado, intestinos y bazo, este ultimo de color rojo vino, de forma
plana y alargada.

» Colocamos el bazo recién extraido inmediatamente sobre una caja Petri con
medio de cultivo RPMI-1640, (GIBCO TM) con L-glutamina 2 mM vy
bicarbonato de sodio 2% vy rojo de fenol como indicador de pH atemperado
a 4°C.

» Resuspendimos varias veces y muy cuidadosamente con una jeringa aguja
No0.18 hasta obtener una suspension homogénea, la cual trasvasamos la
suspension a un tubo con 5 mL de Ficoll Hipaque d=1.077

» Centrifugamos por 20 minutos a 1500 rpm.

» Se obtuvieron los esplenocitos y la fraccion de células fue trasvasada a
tubos de centrifugacion de poliestireno de 15 mL (Falcon) nuevos.

» Los detritos celulares fueron eliminados de la suspensién mediante 3
lavados con medio de cultivo RPMI-1640 por centrifugacion a 800 rpm por
10 minutos.

» Después del ultimo lavado se elimind el sobrenadante y se resuspendieron
las células en 1 mL de medio de cultivo RPMI-1640 (GIBCO) con L-
glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio al 2% y rojo de fenol al 0.053% como
indicador de pH y suero Fetal Bovino (SIGMA) al 5%, N-2-hidroxietil
piperazina N-2 &cido etano sulfonato (HEPES) 15mM, penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 p/mL. A esta mezcla se denomin6é medio suplementado
el cual es indispensable para simular el medio biolégico natural en el que

las células pueden proliferar.
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Fig. 9 Diseccioén del ratdén y extirpacion del bazo
Fuente: http://2.bp.blogspot.com  http://67.media.tumblr.com

4.3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR.
Para determinar la viabilidad celular se emple6 el método de la exclusion por
células vivas de colorantes vitales como el azul tripan, método basado en la
propiedad de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica.
Este método fue utilizado en el presente trabajo para diferenciar entre células
viables (refringentes) y no viables (tefildas con azul tripan).
4.3.1 PROCEDIMIENTO

> Previamente se realizé una dilucion 1:10 de azul de tripdn 0.2% en Tampon
fosfato 0.1 M pH 7.2, con el fin de evitar muerte celular por toxicidad del
colorante.

» Luego, colocamos en un tubo colocamos 90 uL de células y 10 pL del
colorante diluido y homogenizamos con la ayuda de un vértex, para cargar
las dos camaras del hemocitdémetro.

» Realizamos el recuento de las células viables y muertas en los reticulos de
conteo de blancos en la camara de Neubauer para inferir el porcentaje de

Viabilidad mediante la siguiente formula:

[ % de Viabilidad = (N° de células vivas [ N° de células totales) x 100 }

» El recuento de células una vez cargado el hemocitometro, debe realizarse

en el menor tiempo posible (10 minutos como méaximo) esto debido al
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constante proceso de deshidratacion por el desecamiento que sufre la
muestra lo que implica cambios en las condiciones osmoticas del medio con
efecto directo sobre la viabilidad celular.

» Se trabajé Unicamente con aquellas suspensiones celulares en las que se

obtuvo como promedio minimo el 95% de viabilidad celular.

4.4 AJUSTE CELULAR
La camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio éptico
y también microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un
portaobjetos con una depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado
con la ayuda de un diamante una cuadricula como la que se ve en la imagen.
Cada cuadrante es de 1mm x 1mm (1 mm?), la profundidad o altura de la camara
es 0.1 mm, si contamos un area de 1mm por 0.1mm de profundidad, el volumen
es de 0.1mm? 6 10* Por lo tanto el nimero de células por mililitro es igual al
nimero de células de los cuadros de las esquinas por 10%. Con los datos
obtenidos se realiz6 el ajuste de la poblacién celular requerida para cada

experimento.

Cuadriculas de conte

Lineas finas en le piso de
la cdmara ayudan con el
conteo celular.

El # células por ml =

Promedio del # de

células de los cuadros de | il
las esquinas x 10, ey v'm
1,3,7,9 =

fmm x fmm x Ogmm « Ogm
Dtem x 0.1m x 00fcm = 0.000%m
=10
= 10!
[1em’=1m] = volumeof lquid

qvaring Sare
‘The sumbet of cel's par ml are calculated by mutiplying
he average count per square by 10'.

Fig. 10 Calculo para ajuste celular. CAmara de Neubauer y reticulos para conteo y celular.
Fuente: Rivera Michael. 2012

Especialidad en Diagndstico de Laboratorio en Salud, Mencién: Inmunologia, Lise Amparo Oporto Velasco 38



Optimizacion del MTT como método de cuantificacidn de la proliferacidn celular de esplenocitos murinos.

4.4.1 DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR OPTIMA
PARA EXPERIMENTACION

Poblaciones relativamente grandes de células pueden frecuentemente
multiplicarse in vitro bajo condiciones en las que células Unicas aisladas no
pueden hacerlo. Esto fue comprobado aislando células en tubos capilares con
pequefios volumenes de medio de cultivo y demostraron que la variable critica es
el volumen de medio por célula y que el crecimiento es dado por el
“condicionamiento” del medio.

Esto esta relacionado con:

- la difusién de intermediarios metabdlicos de bajo peso molecular fuera de
las células, estas sustancias pueden ser suministradas,

- las macromoléculas sintetizadas por las células, deben alcanzar niveles
extracelulares determinados antes de que ocurra la proliferacion celular.
Cuando el volumen del medio de cultivo es grande, la concentracion de
estas se diluye y el crecimiento celular se bloquea.

- La presencia de suero en los medios de cultivo aporta los suplementos
necesarios para el mantenimiento y crecimiento celular y también con
diversos factores inhibidores de la proliferacion celular como proteinas,
hormonas y también lipidos. ()

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, y de acuerdo a pruebas previas
realizadas en el instituto SELADIS ;) puede oscilar entre 1x10° cels/mL y 2x10°
cels/mL para cultivos de 150 a 220 horas; datos obtenidos y respaldados
principalmente en la viabilidad de los cultivos celulares.

Por lo tanto, para determinar la concentracion celular éptima de esplenocitos
murinos para cultivos de 48 horas, preparamos diferentes concentraciones
esplenocitos murinos (2,5x10° 5x10° 1x10’, 2x10" y 4x10” celulas/mL) y las
distribuimos en placas de cultivo de acuerdo al esquema disefiado para la

experimentacion.
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4.5ENSAYO DE PROLIFERACION

Luego de preparar las diferentes concentraciones celulares de esplenocitos,
los sometemos a la accion de dos diferentes mitdgenos o estimulantes de
proliferacion; la Concanavalina A (Con A) a una concentraciéon de 4 pg/mL vy el
Lipopolisacarido (LPS) a una concentracion de 1 mg/mL. Realizamos la induccién
de la proliferacion con ambos mitdgenos para las diferentes concentraciones de
esplenocitos murinos como se describe en el esquema a continuacién. Como
control negativo utilizamos tamoxifén a una concentracion de 5 mg/mL. El
Tamoxifén, es el inhibidor de la proliferacién celular ya que es un isémero del
trifenilerileno, analogo estructural del estradiol, cuya actividad antitumoral se
ejerce a nivel de los receptores citoplasmaticos estrogénicos por mecanismo
competitivo, dicho complejo impide la transcripcién genética, sintesis de DNA, el
crecimiento celular y el aumento de polipéptidos autdcrinos (EGF, IGF-I1) y otros
factores de crecimiento implicados en la proliferacion celular.

Realizamos nuestra experimentacion segun el siguiente esquema:

CONCANAVALINA 4 pg/mL LIPOPOLISACARIDO 1 mg/mL
2,5X10° | 5X10° 1X10" | 2X107 | 4X107 | 1X107 | 2,5X10° | 5X10° | 1X10 2X107 | 4x10" | 1X10
A Cels/mL Cels/MI Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/ml Cels/mlL Cels/mL Cels/mL Cels/mL
2,5X10° | 5X10° 1X10" | 2X10" | 4X10" | 1X107 | 2,5X10° | 5X10° | 1X10’ 2X10" | 4x107 | 1X10
B Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL
2,5X10° | 5x10° 1X10" | 2X10" | 4X10" | 1X10" | 2,5X10° | 5X10° | 1X10 2X10" | 4x10" | 1X10
C Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL Cels/mL
TAM
D + CNT
Con A
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46 EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR POR EL
ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO DEL MTT (C1gH16NsSBR)

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetraz6leo), (MTT 98% - SIGMA CHEMICAL CO.), por
accion de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto
coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional

a la cantidad de formazan producido.

4.6.1 PROCEDIMIENTO

» Utilizando placas de cultivo de 96 pozos, dispusimos 200 pL de las
diferentes concentraciones de células (2,5x10°, 5x10°, 1x10’, 2x10’y 4x10’
celulas/mL) sometiéndolas a la vez a la accion de los mitdgenos (Con Ay
LPS) y los controles no tratados y control con el inhibidor de la proliferacién,
segun es esquema ya descrito.

» Incubamos la placa de cultivo a 37°C, con 5% de CO; durante 48 horas.

» A las 48 horas de proliferacion de los esplenocitos murinos, centrifugamos
la placa de cultivo a 1000 rpm durante 10 minutos, luego eliminamos el
sobrenadante por inversion muy cuidadosamente.

» Preparamos el MTT a una concentracion de 0,5 mg por mL en RPMI-1640
suplementado y agregamos 200 pL por pozo.

» Resuspendimos levemente e incubamos durante 4 horas a 37°C,
centrifugamos a 2000 rpm durante 10 minutos y decantamos por inversion
el sobrenadante cuidadosamente.

» Para poder solubilizar las sales de tetrazéleo, agregamos 200 uL de etanol
absoluto a cada pozo y resuspendimos evitando formar espuma.

» Finalmente leemos las absorvancias con el lector de ELISA a 545 nm de

longitud de onda con filtro diferencial de 630nm.

Especialidad en Diagndstico de Laboratorio en Salud, Mencién: Inmunologia, Lise Amparo Oporto Velasco 41



Optimizacion del MTT como método de cuantificacidn de la proliferacidn celular de esplenocitos murinos.

4.7EVALUACION DEL EXTRACTO DE EVANTA SOBRE LOS
ESPLENOCITOS MURINOS.

Para determinar el efecto del extracto de Evanta sobre la proliferacion de
esplenocitos inducida por Con A, realizamos los calculos correspondientes para
inducir proliferacion las primeras 24 horas, posteriormente agregamos el extracto
de evanta segun el esquema, utilizando como control negativo de proliferacion el
tamoxifén. Incubamos por 24 horas mas. Cabe mencionar que utilizamos solo
concanavalina A a una concentracion de 4 ug/mL, ya que a partir de ahora

enfocaremos nuestro estudio a la respuesta de Linfocitos T.

Finalmente evaluamos los resultados aplicando el método del MTT.

» A las 48 horas de proliferaciéon de los esplenocitos murinos, centrifugamos
la placa de cultivo a 1000 rpm durante 10 minutos, luego eliminamos el
sobrenadante por inversion muy cuidadosamente.

» Preparamos el MTT a una concentracion de 0,5 mg por mL en RPMI-1640
suplementado y agregamos 200 pL por pozo.

» Resuspendimos levemente e incubamos durante 4 horas a 37°C,
centrifugamos a 2000 rpm durante 10 minutos y decantamos por inversion
el sobrenadante cuidadosamente.

» Para poder solubilizar las sales de tetrazéleo, agregamos 200 uL de etanol
absoluto a cada pozo y resuspendimos evitando formar espuma.

» Finalmente leemos las absorvancias con el lector de ELISA a 545 nm de

longitud de onda con filtro diferencial de 630nm.
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EXTRACTO DE EVANTA pg/mL
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4.8 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE INTERFERON GAMMA
(IFN-y) EN ESPLENOCITOS MURINOS TRATADOS CON EAE

Inicialmente, realizamos una curva de calibracion, titulando el estdndar de IFN-y
(Interferon gamma recombinante de ratén - BD Pharmingen) el cual tiene una
concentracion inicial de 0,2 pg/uL. Realizamos diluciones para cambiar las
unidades a pg/mL, esto con el fin de obtener los resultados y poderlos comparar
con estudios similares.

Tras hacer diluciones logramos llegar a una concentracion de 1000 pg/mL, a la
misma por medio de diluciones 2X, lograremos una curva hasta los 15 pg/mL.
(ANEXO 1).

Por interpolacion de los datos obtenidos en esta curva de titulacion es que
logramos evaluar los resultados finales.

Primeramente, sembramos en placas de cultivo de 96 pozos los esplenocitos
murinos a dos concentraciones de células: 1x10’ cels/mL y 2x10’ cels/mL,

utilizando Con A como mitégeno e incubamos 24 horas 37 °C en 5% CO;
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Luego agregamos las distintas concentraciones del extracto de Evanta, para poder
evaluar a partir de cual existe un efecto de la misma en la proliferacion celular.
Luego fueron incubadas a 37 °C en 5% CO; durante 24 horas.

A este tiempo de incubacion, la placa fue centrifugada a 1000 rpm durante 8
minutos y recuperamos todos los sobrenadantes en tubos eppendorf bien
identificados.

La produccion de interferon gamma fue evaluada utilizando un kit comercial de
ELISA (Mouse IFN- y ELISA - MABTECH).

Avidin-Biotin
Biotinylated HRP Complex
Detection
Antibody DAY B o QY ™
Target
Antigen
Capture

I@II@%H@% II@% IIW |

Fig. 11 Esquema de reaccion del ELISA sandwich para la cuantificacién de IFN-y de raton

Fuente:https://lwww.Isbio.com/image2/mouse-ifn-gamma-interferon-gamma-elisa-kit-

sandwich-elisa.jpg

4.8.1 PROCEDIMIENTO

» Sensibilizamos solo los pozos necesarios de una placa de cultivo celular de
96 pozos con el anticuerpo Anti-IFN-y a una concentracion de 1 ug/mL,
dosificando 100 pL por pozo.

» Incubamos toda la noche entre 4y 8 °C.

» Lavamos una sola vez con PBS 0,1 M, pH 7.2, aproximadamente con 250
ML por pozo.

» Blogueamos cada pozo con 200 uL de PBS 0.1 pH 7.2 con 1% de BSA.

» Incubamos 1 hora temperatura ambiente.
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» Lavamos tres veces con PBS 0.1 pH 7.2 — Tween, utilizando 250 L por

pozo por lavado.

» Prepararnos la cantidad suficiente para los pozos del estdndar a una

concentracion de 10 ug/mL.

» Agregamos 100 pL de las muestras (pool de sobrenadantes y sus

diluciones identificados) y las diluciones correspondientes al estandar.

DILUCIONES DEL
ESTANDAR (pg/mL )
1 X 10 " cels/ mL
2 X 10 " cels/ mL

1 2 3 4 5 6 4 8 9 |10 |11 12
A 7,81 7,81 0] TAM 0] TAM 6] 10 (6] 10
POOL | POOL | POOL | POOL | POOL | 1/20 POOL | 1/20
B | 156 15,6 | O TAM | O TAM | O 25 0 25
1/10 110 1/10 110 110 POOL | 1/10 POOL
C 31,2 31,2 1 1 0] 25 0 25
POOL POOL 1/20 1/10 1/20 110
D | 625 62,5 |1 1 1 25 1 25
1/10 110 POOL | 1/20 POOL | 1/20
E | 125 125 10 10 1 TAM | 1 TAM
POOL POOL 110 POOL | 1/10 POOL
F | 250 250 10 10 1 TAM | 1 TAM
1/10 1/10 1/20 1/10 1/20 110
G | 500 500 |25 25 10 10
POOL POOL POOL POOL
H | 1000 1000 | 25 25 10 10
1/10 110 110 1/10

» Incubamos 2 horas a temperatura ambiente.

> Lavamos tres veces con PBS —Tween

» Agregamos 100 uL del conjugado biotina (R4 — 6 A 2) diluido a una

concentracion de 0,5 ug/mL en PBS — Tween.
» Incubamos 1 hora a temperatura ambiente.

> Lavamos 3 veces
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» Agregamos 100 pL de streptavidina — ALP, haciendo una previa dilucion de
1/1000.

» Incubamos 1 hora a temperatura ambiente.

» Lavamos tres veces.

» Preparamos el sustrato: 1 pastilla de p — nitrofenil fosfato (PNPP) en 5 mL
de agua.

» Afadir 100 uL a cada pozo.

» Incubar 30 minutos a temperatura ambiente

» Leer la absorvancia a 405 nm de longitud de onda.
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X.RESULTADOS

En todos los casos, expresamos los resultados como el promedio de un triplicado
+/- Desviacion Estandar.

Se muestra un experimento representativo de tres similares.

Obtuvimos esplenocitos murinos en suspension a los cuales inicialmente
realizamos pruebas de viabilidad y ajustamos a diferentes concentraciones
celulares para poder proceder en paralelo para la eleccién de las concentraciones

Optimas para las subsecuentes pruebas.

-~ {1 L
s e |
RSN g ]

e ' 1o Rl

Fig. 12 Esplenocitos Murinos, observacion al microscopio invertido 20X. Laboratorio de
Inmunologia - SELADIS 2007

1. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR EN ESPLENOCITOS MURINOS
TRATADOS CON CONCANAVALINA A (ConA) Y LIPOPOLISACARIDO
(LPS).

Utilizamos el método del MTT como método de cuantificaciébn de proliferacion
celular en esplenocitos murinos utilizando a la vez dos estimulantes de la
proliferacion (Con A, LPS) con los cuales las curvas de proliferacion celular

obtenidas son similares.
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Identificamos las concentraciones celulares mas adecuadas para las pruebas
subsecuentes, basandonos en la proliferacion resultante observada en las
diferentes concentraciones celulares, la proliferacion de los controles no tratados

(sin mitégenos) y del control negativo con inhibidor de proliferacion (Tamoxifén).

ConcanavalinaA  4s urs. decultivo-
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CONCENTRACION DE CELULAS

Fig.13. Evaluacion de la Proliferacion de esplenocitos murinos tratados con

Concanavalina A (Con A) a las 48 Hrs. de cultivo.

Las concentraciones celulares que seleccionamos son: 1x10’ cels/mL y 2x10’
cels/mL, en razon de que ambas estan en un asenso logaritmico de proliferacion
celular, hecho evidenciado por la absorvancia obtenida.

La absorvancia del control no tratado, o sea sin la participacion de Concanavalina
A, es de 0.220; por tanto, las absorvancias mayores a este valor, son las que
correlacionan con el uso de inductores de la proliferacion.

El control de inhibicion de la proliferacion (tamoxifén) presenta una absorvancia de

0.021 valor que representa la ausencia total de proliferacion celular.
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Lipopolisacarido -48 Hrs de Cultivo-

1,2

0,6 /

—f—LPS
0,4 /
0,2
0 MGZ . . . . % 0,02
©

CONCENTRACION CELULAR

PROLIFERACION CELULAR (DO)

Fig.14. Evaluacién de la Proliferacion de esplenocitos murinos tratados con

Lipopolisacérido (LPS) a las 48 Hrs. de cultivo.

Las concentraciones celulares que seleccionamos son: 1x10’ cels/mL y 2x10’
cels/mL, en razon de que ambas estan en un asenso logaritmico de proliferacion
celular, hecho evidenciado por la absorvancia obtenida.

La absorvancia del control no tratado, o sea sin la participacion de
Lipopolisacarido (LPS), es de 0.210 ; por tanto, las absorvancias mayores a este
valor, son las que correlacionan con el uso de inductores de la proliferacion.

El control de inhibicion de la proliferacion (tamoxifén) presenta una absorvancia de

0.020 valor que representa la ausencia total de proliferacion celular.
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2. EFECTO DEL EXTRACTO DE ALCALOIDES DE EVANTA SOBRE LA
PROLIFERACION DE ESPLENOCITOS MURINOS.

Para evaluar el efecto del extracto de evanta sobre la proliferacion de los
esplenocitos murinos inducida por Concanavalina A, sometimos a la accién del
EAE dos concentraciones celulares 1x10’ cels/mL y 2x10 cels/mL.

Las células fueron tratadas con distintas concentraciones del EAE ) y se observé
un efecto dosis-dependiente con una reduccion de la proliferacion celular para

ambas concentraciones celulares.

0,8

075
v \
0,63
0,6 :

0,5 0,487
0,4 \
0,3 \ amfus] exp 7
0,2
wGS
0,1
& 0,025

0 1 10 25 50 TMF/ConA

PROLIFERACION CELULAR (DO)

CONCENTRACION DEL EAE (pg/mL)

Fig. 15. Inhibicién dosis-dependiente del EAE sobre la proliferacién inducida por Con

A en esplenocitos murinos para una concentracion de 1x10" cels/mL

Las células respondieron menos a la estimulacion de Con A comparados con el
control no tratado (0O pg/mL) y con el control de inhibicion de la proliferacion
(tamoxifén).

Los porcentajes de reducciéon del crecimiento celular obtenidos fueron de 16%,

35% y 78% a concentraciones de 1, 10 y 25 pg/mL respectivamente.

Especialidad en Diagndstico de Laboratorio en Salud, Mencién: Inmunologia, Lise Amparo Oporto Velasco 50



Optimizacion del MTT como método de cuantificacidn de la proliferacidn celular de esplenocitos murinos.

=
co

B.0,72

\."g’ﬂ-l\O,Gas
\- 0,528

\ =—=2exp7

\

o
~l

=
o)

o
w

o
w

PROLIFERACION CELULAR (DO)
o
~

0,2 \
0,1
\ 0,035 [
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 10 25 50 TMF/ConA

CONCENTRACION DEL EAE (pg/mL)

Fig. 16. Inhibicién dosis-dependiente del EAE sobre la proliferacién inducida por Con

A en esplenocitos murinos, para una concentracion de 2x10’ cels/mL

Los resultados obtenidos con una concentracién de 2x10’ cels/mL nos indican que
los valores de absorvancia se mantienen hasta una concentracion de 10 pg/mL,
siendo mas evidente su descenso a partir de 25 y 50 pug/mL. Por esta razén solo
obtuvimos los porcentajes de reduccién del crecimiento celular para los resultados

obtenidos con 1x10’ cels/mL.
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3. EVALUACION DE EAE SOBRE LA PRODUCCION DE INTERFERON
GAMMA (IFN-y)

Inicialmente, realizamos una curva de cuantificacion, titulando el estandar de IFN-y
(Interferon gamma recombinante de ratén - BD Pharmingen) de una concentracion
inicial de 0,2 pug/uL, mediante diluciones 2X, logrando una curva hasta 1000

pg/mL.

CURVA DE CUANTIFICACION DE IFN-y

1,2
. /4

0,8

0,6

0,4 / +—ABS

0,2 *—4/

0

DENSIDAD OPTICA

31,2 62,5 125 250 500 1000

CONCENTRACION DE IFN-y (pg/mL)

Fig.17. Curva para cuantificacion de IFN-y realizada mediante la titulacion del

estandar de Interferén gamma recombinante de raton - 0,2 pg/uL (BD Pharmingen)

La produccién de IFN- y fue cuantificada utilizando el kit comercial de ELISA para
Interferén de raton (MABTECH) evaluando los sobrenadantes de los cultivos de
esplenocitos murinos estimulados previamente con Con A y a diferentes

concentraciones de EAE.
En este caso, expresamos los resultados mediante evaluacion del pool de los
sobrenadantes de cada triplicado, luego los evaluamos como el promedio de un

duplicado.
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Para determinar el efecto del extracto de evanta en la produccion de IFN-y
inducida por Con A, los esplenocitos - a una concentracién celular de 1x10’
cels/mL- fueron tratados con el extracto de evanta 24 horas después de la
estimulacion con Con A. El IFN-y inducido por Con A fue evidentemente
disminuido a una concentracién de 10 pg/mL. El porcentaje de inhibicion fue

79,2 %, comparado con el control no tratado.

EFECTO DE EAE SOBRE LA
PRODUCCION DE IFN-y (1)(107 ceIs/mL)

6000
35000
;’:4000
; 3000
8
§ 2000
3
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0 H =
0 1 10 25 CTAM
EXTRACTO DE EVANTA (pg/mL)

Fig.18. Evaluacion del EAE sobre la produccion de IFN-y inducido por Con A.
Los esplenocitos murinos a una concentracién 1x10’ cels/mL fueron
sembrados pretratados con Con Ay posteriormente con varias

concentraciones de EAE.
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Para determinar el efecto del extracto de evanta en la produccion de IFN-y
inducida por Con A, los esplenocitos - a una concentracién celular de 2x10’
cels/mL- fueron tratados con el extracto de evanta 24 horas después de la
estimulacion con Con A. El IFN-y inducido por Con A fue evidentemente
disminuido a una concentracion de 10 pg/mL. El porcentaje de inhibicidon fue

91,2 %, comparado con el control no tratado.

EFECTO DE EAE SOBRE LA PRODUCCION DE
IFN-y (2x107 cels/mL)
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Fig.19. Evaluacion del EAE sobre la produccion de IFN-y inducido por Con A.
Los esplenocitos murinos a una concentracién 2x10” cels/mL fueron
sembrados pretratados con Con Ay posteriormente con varias

concentraciones de EAE.
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La inhibicion de la produccion de IFN-y por el EAE, en los cultivos de esplenocitos
murinos inducidos con Con A, es evidente estando mas marcada a partir de 10
ng/mL para ambas concentraciones celulares (1x10’ cels/mL y 2x10’ cels/mL). Los
porcentajes de inhibicion obtenidos son 79,2% y 91,2% respectivamente lo que
correlaciona a trabajos previos. Para la obtencion de los mismos relacionamos la
concentracion de interferon-y obtenida en los cultivos sin EAE siendo esta la
concentracion de proliferacion al 100 %, sacando la diferencia con las
concentraciones obtenidas a las diferentes concentraciones de EAE. EIl control de
tamoxifén nos ayudo a establecer los valores en caso de ausencia de la

proliferacion.
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Xl. DISCUSION

La citotoxicidad celular es una alteracion de las funciones celulares basicas que
conlleva a un dafio que puede ser detectado. Diferentes autores han desarrollado
baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos téxicos de drogas y
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios
y Organos aislados como lineas celulares establecidas. La técnica o ensayo del
MTT que nos permitid evaluar citotoxicidad, activacion y proliferacion celular a lo

largo del desarrollo del presente trabajo.

Para la evaluacion de la proliferacion y citotoxicidad, la técnica inicial descrita por
Mossman, tenia varias limitaciones, entre ellas la baja sensibilidad, resultados
variables debido a la precipitacién de proteinas en el momento de la adicién del
solvente organico para disolver el producto formazan azul, y una baja solubilidad
del producto. Al respecto, los autores sefialan que la aplicacion directa del
procedimiento tenia una sensibilidad menor que el ensayo con timidina tritiada
debido a la precipitacion de las proteinas. (44.46)

En nuestro caso, el suero fetal bobino y el rojo fenol del medio de cultivo, no
representaron interferencia hora a la de la lectura en el espectofotdmetro, como
describen algunos autores, pero podemos incluir estas variantes en una posterior
experimentaciéon para  poder aumentar la sensibilidad de este método

colorimétrico.

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una
medida de la viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de las células de
reducir al MTT a formazan después de su exposicion a un compuesto permite
obtener informacioén acerca de la toxicidad del compuesto que se evalla.

La proliferacion celular de los esplenocitos murinos fue evaluada con el método
del MTT, observando un efecto inhibitorio de la proliferacion, lo cual sugiere que el
extracto de evanta tiene efecto a partir de 10 pg/mL. Por lo tanto podemos decir
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gue el EAE podria modificar la proliferacién de células T in vitro, resultados

similares a otros estudios previos.

Los controles de proliferaciébn que utilizamos fueron dos, uno fue el control de
células no tratadas, en el que no utilizamos ningan mitégeno, gracias al cual
podemos saber cual es la relacion entre la proliferacion inducida y la proliferacion
natural que sucede en el cultivo. Mientras que, el control negativo con Tamoxifén
nos orienta a una comparaciéon con la inhibicién o ausencia total de proliferacion.

Los resultados de proliferacion celular obtenidos con Con A, fueron primordiales
ya que, a pesar de que ambas graficas siguen el mismo patrén, elegimos el uso de
la Concanavalina A para las experimentaciones subsecuentes, debido a que a
continuacion realizaremos pruebas de produccién de interferbn gamma, el cual es

producido por los linfocitos T.

La produccion de Interferén-y fue inhibida en los cultivos de esplenocitos murinos
tratados con Con A,

Con la finalidad de descartar posibles efectos adversos del producto vegetal, EAE
(Extracto de Alcaloides de Evanta) sobre los sistemas celulares; evaluamos
diferentes concentraciones del mismo. Se observé un efecto dosis-dependiente
con una reduccién de la proliferacion celular evidente.

El porcentaje de inhibicion de la proliferacion de esplenocitos murinos tratados con
Con A tratados con 10 pg/mL de EAE en publicaciones previas es de 41,9% +/-
9,2 ). El porcentaje de inhibicion obtenido en el presente trabajo es de 35% y por
lo tanto al corresponder a este rango, correlaciona con investigaciones previas.
Por lo tanto, la técnica del MTT se optimizé como alternativa relativamente
econdmica y facil ejecucion con el proposito de evaluar la proliferacion de linfocitos
en diferentes enfermedades, en respuesta a antigenos especificos.

Los resultados muestran un efecto especifico inhibitorio del EAE sobre células T,
afectando principalmente su funcionalidad; hecho evidenciado con el porcentaje
de inhibicion alto en cultivos inducidos por Con A y sobre la produccién de IFN-y.
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En el caso de la leishmaniasis, algunos estudios muestran que el control y la cura
de la enfermedad, no esta en la completa eliminacion del parasito, por esto la alta
produccion de citocinas proinflamatorias como el IFN-y, TNF y el NO (éxido
nitrico). (37

En el caso del IFN-y es una citocina con un rol importante como mediador de la
respuesta inmune de tipo Thl, por ello la importancia de determinar si el extracto
de evanta puede inducir o inhibir la produccién de citocinas como el IFN-y, ya que
la polarizacion de una respuesta Thl promueve la produccién de citocinas
proinflamatorias. Esta induccion en la produccion de estas citocinas,
desencadena un aumento de la sintomatologia incrementando la respuesta
inflamatoria proliferativa, lo cual conlleva a un dafio tisular importante junto con la
disfuncién inmunolégica debido al sindrome inflamatorio cronico producido. Esto
sugiere que para un control efectivo de la enfermedad, se debe buscar un balance
entre la respuesta inmune inflamatoria y la antiinflamatoria contra leishmania.
Nuestros resultados muestran que EAE inhibe la produccion de IFN-y, pero tiene
un intenso efecto inhibitorio en la produccion de esta citocina en células
estimuladas con Con A, lo cual sugiere el efecto inhibitorio especifico del EAE
sobre células T. ) Este efecto puede estar mediado por la inhibicion del factor de
la transcripcion por la alteracion de la sefalizacion del calcio u otros componentes.
Pero, el mecanismo involucrado todavia no estéa dilucidado. (37

Finalmente sugerimos que la evanta controlaria o0 evitaria la respuesta
inflamatoria (efecto anti-inflamatorio) y permitiria la eliminacion del parasito
(actividad leishmanicida) efectos ya descritos en investigaciones previas. (1,37

Para poder dar mas datos acerca del mecanismo y efecto de farmacos o extractos
sobre efectores de la respuesta inmune, se podria realizar experimentos similares
para otros tipos celulares como los Linfocitos B, macrofagos y para otros efectores

de la respuesta inmune como citocinas importantes como la IL-2 e IL-10.
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Xll. CONCLUSIONES

Logramos optimizar la técnica del MTT como método de cuantificacion de
proliferacion celular en esplenocitos murinos, destacando como ventaja principal la

accesibilidad en cuanto a equipos y reactivos.

Evaluamos la estimulacion de la proliferacion celular en esplenocitos murinos
tratados con Concanavalina A (Con A) vy lipopolisacarido (LPS) utilizando el
método del MTT y obtuvimos curvas de proliferacion celular similares, logrando
identificar a la vez las concentraciones celulares mas adecuadas para las pruebas
subsecuentes, basandonos en la proliferacion observada y los controles no

tratados (sin mitdgenos) y con el control de inhibicién de proliferacion (Tamoxifén)

Evaluamos los efectos de EAE sobre la proliferaciéon inducida por Con A en
cultivos de esplenocitos. Observamos un efecto inhibitorio de la proliferacion
proporcional a la concentracion del EAE, por lo que podemos decir que afecta la
funcionalidad celular a partir de 10 ug/mL. Por lo tanto los resultados muestran un
efecto especifico inhibitorio del EAE sobre células T, afectando principalmente su
funcionalidad; hecho evidenciado con el porcentaje de inhibicion alto en cultivos

inducidos por Con Ay sobre la produccion de Interferon gamma (INF-y).
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XI1V. ANEXOS
ANEXO 1.

CALCULOS PARA DILUCION DEL ESTANDAR DE INTERFERON GAMMA

Concentracion Inicial = 2 pg/uL

e Cambiamos las unidades a pg/mL:

2 pg/pl x 1x10° pL/ 1L x 1L/1000 mL = 2000 pg/mL
e Realizamos una dilucion de 1/200 a 2000 pg/mL y obtenemos una
concentracion de 10 pg/mL

¢ Realizamos la conversion de pg/mL a pg/mL

10 pg/mL x 1g/1x10°pg x 1 x10%pg/lg = 1x10’ pg/mL
e Realizamos dos diluciones 1/100 y luego ¥2 modulo 2X con PBS, de la
siguiente forma para obtener diferentes concentraciones y lograr los puntos

de la curva de estandarizacion del interferbn gamma.

@ 1x10" pg/mL

1000 pg/mL H
s
500 pg/mL G
/
@ 250 pg/mL F

@ 125 pg/mL E
@ 62,5 pg/mL D

172
@ 31,25 pg/mL C
9
15,6 pg/mL B
172 @
7,81 pg/mL A
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