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RESUMEN

Se evaluo la sustancia CM-95 tratada magnéticamente como inmunopotenciador, inoculada con antigenos de
Pseudomonas aeruginosa por via subcutdnea a ratones Balb/c. Se analizaron indicadores como: titulo de
anticuerpos, conteo de macréfagos peritoneales, formacién de granulomas, examen macroscépico del bazo,
timo, ganglios linfdticos, higado, corazén, pulmones, rifones, incluido el peso relativo del bazo y el timo. El
titulo de anticuerpos, durante la respuesta secundaria, resulté superior en los grupos inoculados con CM-95
tratada magnéticamente y alcanzé valores maximos entre 8,12y 9,84 (2-log), que se diferenciaron
significativamente de los controles (p < 0,05). El conteo de macréfagos demostré un ligero incremento de estas
células en todas las variantes tratadas, excepto en el control con hidréxido de aluminio. Sélo se observaron
formaciones granulomatosas en los grupos correspondientes a adyuvantes convencionales. El examen de los
érganos no registré variaciones relacionadas con la textura y color de éstos. El aumento del peso del higado fue
superior en las variantes magnetizadas (p < 0,01) y en el caso del bazo, sélo fue significativo para el experimento
con adyuvante de Freund (p< 0,05). Estos resultados aportan conocimientos sobre el efecto de CM-95 en el
sistema inmunitario y sugieren su posible uso como adyuvante en las condiciones experimentales ensayadas.
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ABSTRACT

Evaluation of magnetically treated CM-95 as immunopotentiator with antigens of Pseudomonas aeruginosa.
The immunopotentiating activity of magnetized CM-95 was evaluated with antigens of Pseudomonas aeruginosa
inoculated subcutaneously to Balb/c mice. Effectiveness was evaluated in terms of antibody titres, peritoneal
macrophage counts, presence of granulomas at the inoculation site and macroscopic analysis of organs (spleen,
thymus, lymphatic ganglia, liver, heart, lungs, kidneys, including the relative weights of spleen and thymus).
Highest antibody titres were reached in the experimental groups treated with CM-95, in which maximum values
ranged between 8.12 and 9.84 (2-log units), significatively different from controls (p < 0,05). A slight increase in
peritoneal macrophages count was shown in all variants treated, except in the aluminium hidroxide control. The
presence of granulomas was observed only in groups treated with aluminium hidroxide and Freund’s adjuvant. The
macroscopic analysis of organs didn’t show differences on organs texture and color. An increasing in the liver weight
was shown in magnetized CM-95 treatments (p < 0,01) and the increasing in spleen weight was only significant in
Freund’s adjuvant group (p < 0,05). These results contribute to the knowledge of CM-95 effects on the immunitary

system and suggest its possible use as adjuvant in the assayed conditions.

Keywords: immunological adjuvant, antigen, antibody titres, peritoneal macrophages, granuloma,
magnetic treatment, Pseudomonas aeruginosa, CM-95

Introduccién

La busqueda de nuevas sustancias con actividad
inmunopotenciadoraes unaviaparalograr mayor ca-
lidady efectividad en larespuestainmunitaria, o que
se ha demostrado en la obtencion de diferentes pro-
ductos biol 6gicos como sueros policlonal es, anticuer-
pos monoclonales, vacunas, o en su empleo como
inmunoestimulantes terapéuticos [1].

Varios cientificos han referido resultados alenta-
dores sobrelaaplicacion del electromagnetismo asis-
temas biol 6gicos, lo que ha permitido |a obtencion de
nuevos conoci mientos en este campo. Se ha demos-
trado lasensibilidad del sistemainmunitario al agua,
soluciones y entidades biol dgicas tratadas magnéti-
camente. Por ejempl o, el agua magnetizada provoca
un aumento en el nimero de linfocitos, lo que pro-

. Autor de correspondencia

porciona un incremento de la capacidad de defensa
del organismo [2].

Otros experimentosrealizados en ratas expuestas a
campos magnéticos de 25 y 100 Kw/m? [3], mostra-
ron variacionesfavorables en el nimero de neutréfilos
y linfocitos.

En Cuba, se hacomenzado atrabgjar en estatema-
ticacon el objetivo de conocer |os efectosinmunoesti-
mulantes de sustancias tratadas magnéticamente [1].

Algunas experiencias con el empleo delasustancia
CM-95 tratada magnéticamente, paralaobtencion de
un sistema diagndstico anti-Bacillus, han demostrado
laeficaciadelamismaen el incremento delaproduc-
cion de anticuerpos [4]. El presente trabajo expone
los resultados obtenidos al evaluar la sustancia CM-
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95 tratada magnéti camente como inmunopotenci ador,
con antigenos de Pseudomonas aer uginosa.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron 80 ratones de la linea Balb/c, de sexo
femenino y 6 semanas de edad con un peso corporal
de 18-22 g. L os animal es fueron suministrados por el
Laboratorio de Anticuerposy Biomodel os Experimen-
tales (LABEX)® Santiago de Cuba. Se emplearon con-
diciones sanitarias convencional es con unatemperatura
de 28 + 2 °C y unahumedad relativa entre 60 y 65 %.
L os animal es se alimentaron con ratonina suministra-
do por LABEX®, y agua ad libitum.

Los ratones fueron distribuidos al eatoriamente en
8 grupos de 10 animales cada uno. Los 4 primeros
grupos correspondieron alos animal es de experimen-
tacién y se denominaron: GTM1, GTM2, GTM3 y
GTM4; los restantes correspondieron a los controles
y se denominaron: GSTM, GCN, GCP1, GCP2.

Preparacién de la sustancia adyuvante CM-95

La solucion de sales CM-95 fue tratada magnética-
mente con un el ectroiman parasistemas acuosos cons-
truido por el Centro Nacional de Electromagnetismo
Aplicado (CNEA) de Santiago de Cuba. La induc-
cion magnéticafluctud en el rango de 0,01-6T (Teda)
y fue especifica para cada uno de los 4 grupos expe-
rimentales [4].

Preparacién del Inmunégeno

El in6cul o antigénico se obtuvo apartir delabacteria
Pseudomonas aeruginosa ATCC 5437 (serotipo 350),
donada por el Laboratorio Provincial de Higiene,
Epidemiologiay Microbiologiade Santiago de Cuba.

Enlosgruposexperimentalesel indcul o estuvo com-
puesto por €l antigeno microbiano y lasustanciaCM-
95. Esta ultima fue tratada magnéticamente con
unidades de induccién magnética especificaparacada
grupo de experimentacion como sigue: GTM1 (0,05
T), GTM2 (0,012 T), GTM3 (0,13 T) y GTM4 (0,08
T) [4]. Seesperaque en estas condiciones|lasustancia
CM-95 funcione como adyuvante inmunol égico.

Los controles se prepararon de lasiguiente manera:

Grupo GSTM: antigeno solo.

Grupo GCN: control sininocular.

Grupo GCP1: antigeno més el adyuvante hidréxido
deauminio (4 mg/mL) (Behring Werke AG Germany).

Grupo GCP2: antigeno més el adyuvante completo
de Freund (ACF) (Sigma)® en la primera dosis y €l
incompleto (AIF) en ladosis siguiente.

Esquema de inmunizacién

Se desarroll6 un esquemade inmunizaci6n de 50 dias,
realizando dosinocul aciones subcutaneas cada 15 dias,
con el antigeno particulado ajustado auna concentra-
cion de 1,5 x 10°células/mL, y 2 dosis de recuerdo
endovenosaslosdias 25y 35 del esquema, en los que
no se utilizé adyuvante [5]. Todos los grupos de ani-
mal es de experimentacion y controles fueron inocula-
dos con un volumen total de 0,2 mL, donde 0,1 mL
correspondi6 al antigenoy 0,1 mL a adyuvante, ex-
cepto en el grupo GSTM, donde el adyuvante fue
sustituido por 0,1 mL de solucién salina fisiolégica
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(CINaal 0,9%, Laboratorios Farmacéuticos Oriente,
Santiago de Cuba). El antigeno soluble (L PS), obteni-
do por el método defenol acuoso [6], se suministré en
las dosisde recuerdo, ajustado aunaconcentracion de
200 pg/mL [5].

Los animales se pesaron a comienzoy al final del
esquemade inmunizacion, y en €l transcurso del mis-
mo seinvestigo laformacion de granulomasen € sitio
delainoculacion, mediante lapal pacion directa.

Titulo de anticuerpos en suero

El suero se obtuvo através de sangramientos parcia-
lespor €l plexoretroorbital, cada 7 dias. Paralatitu-
lacion del mismo se realizaron diluciones dobles
progresivas en solucién salina fisioldgica (CINa al
0,9%, L aboratorios Farmacéuticos Oriente, Santiago
de Cuba), a partir del suero puro, enfrentandolos al
antigeno particulado de la bacteria. El titulo fue ex-
presado como el inverso de la dilucién hastala cual
se observo una reaccién positiva de aglutinacion en
laminay los resultados referidos como 2-log de los
valores correspondientes [7].

Al concluir el esgquemadeinmunizacion losanima-
les fueron sacrificados por dislocacion de la cervical
parael desarrollo de los experimentos restantes.

Obtencion de células peritoneales

Las células peritoneal es fueron colectadas mediantela-
vados delacavidad peritoneal con 5 mL de PBS-BSA
(solucién salina tamponada con fosfato pH 7,4) con
adicion de seroa biminabovina(BDH))como suplemen-
to. Lasuspension de células resultantes se centrifugo a
1500 g durante 15 min a4 °C, en unacentrifugaHitachi
(HIMAC) y € precipitado fue resuspendido en un vo-
lumen de 100 pl dePBS-BSA, parareslizar € conteo de
macro6fagos en camarade Neubauer.

Andlisis de los érganos

Sellevo acaboladiseccion delosanimalesy seextra
jeronlos érganos: bazo, timo, ganglioslinfaticos, pul-
mones, rifiones, corazon e higado, los cuales fueron
pesados en una balanza analitica LB-1050 (MIM,
Hungria) y examinados macroscopicamente. El peso
relativo delos 6rganos se determiné en base al peso de
losanimalesal final del experimento.

Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos en los diferentesindicadores
medidos fueron procesados estadisticamente. Se apli-
coandlisisdevarianza(ANOVA) declasificacion sim-
ple segln disefio completamente aleatorizado, y en
caso de que existieran diferencias significativas, sere-
currio a la prueba de Rangos mdltiples de Duncan
paralacomparacion de medias. El nivel de significa-
cion se considerd parap < 0,05y p < 0,01.

Resultados y Discusion

Durante el experimento todos|os ratones aumentaron
depesoy no seregistré lamuerte de ningtin animal. El
consumo promedio de alimentos fue similar en todos
los grupos de tratamiento. (resultados no mostrados).
EnlaFigura 1l se muestran los resultados obtenidos
paralos4 grupos experimental es donde se utilizé6 CM-
95 tratada magnéticamente con relacion alos contro-
les con adyuvantes convencionales GCP1 (hidroxido
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de aluminio), GCP2 (adyuvante de Freund) y a los
restantes, GSTM y GCN (antigeno solo y control sin
inocular respectivamente). Como se observa, en €l ini-
cio delarespuesta primarialos valores més elevados
se registraron al utilizar el adyuvante de Freund
(GCP2), aunque esta s6lo mostro diferencias signifi-
cativas (p < 0,05) conrelaciénalavariante GTM3. Se
aprecia un aumento progresivo del titulo de anticuer-
posen lasvariantes GTM 2 (donde se usé la sustancia
CM-95 tratada magnéticamente) y GCP1, correspon-
diente a hidréxido de aluminio, que también mostra-
ron diferencias significativas respecto a la variante
GTM3, parap < 0,05. Tras la segunda inoculacién a
los 15 dias, la respuesta secundaria se vio reforzada
con un aumento del titulo de anticuerpos en todos los
grupos a excepcion del grupo GCN. Esto determind
queentrelosdias21y 35 del esquemaexistieran dife-
renciassignificativasentre cadaunadelasvariantes (p
< 0,05), con excepcion de GTM1y GTM3 en € dia
21. Esimportante destacar que en esta etapa los ma-
yores valores correspondieron a los grupos experi-
mentalesy de ellas al grupo GTM3, donde se utilizd
lamayor y més efectiva de lasinducciones magnéticas
del rango escogido. En el dia 42, excepto |os grupos
GSTM y GTM4 que exhibieron sus maximos valores
de titulos, todos los demas experimentaron un des-
censo en el valor de anticuerpos. Durante todo el es-
quema, €l grupo GSTM mostro niveles inferiores de
titulo con relacion al resto y en el grupo GCN no se
registraron valores de titulo como era de esperar.

Lasustancia CM-95 tratada magnéticamente en sus
4 variantes jug6 un papel importante en el aumento
del titulo de anticuerpos durante el desarrollo del es-
quema de inmunizacion. La respuesta secundariare-
forzé los mecanismos fisioldgicos de la reactividad
inmunol 6gica, como se hamostrado previamente[1].

Por otro lado, al obtenerse niveles inferiores del
titulo de anticuerpos en lavariante GSTM, se demos-
tré que el uso de adyuvantes hace maés efectiva la
respuestainmunitariay que con su empleo selograun
mayor nivel de anticuerpos especificos [8].

El conteo de macrofagos en el exudado de células
peritoneales arrojé valoresentre 3y 4,5 x 10°células/
mL paralos grupos donde se utiliz la sustancia CM-
95 como adyuvante, sin mostrar grandes diferencias
conrelacion alos controles. No existieron diferencias
significativas entre lo grupos experimental es pero de
ellos, el grupo GTM4 mostré resultados significati-
vos (p < 0,05) conrelacién al control sininoculary a
hidréxido de aluminio (Figura2).

Aunque laestimulacién antigénicapor viasubcutéd
neano estadirectamente rel acionadacon los macréfagos
peritoneales, se observo unaleve estimulacion de es-
tas células que corroboralo planteado sobre laaccion
inmunopotenciadora de los adyuvantes unidos al
antigeno. Los adyuvantes de estamanera, estimulan a
los macréfagos y éstos, una vez activados, estimulan
larespuestainmunitariapor unincremento delacanti-
dad de antigeno expresado en lamembranacelulary de
la eficiencia de su presentacién a los linfocitos [8].
Algunos experimentos han mostrado un aumento sig-
nificativo de macr6fagos peritoneal es en ratones Balb/
¢, con relacion alos controles, al inocular CM-95 tra-
tada magnéticamente con antigenos deBacillus cereus
por viaintraperitoneal [1].
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Figura 1. Titulo de anticuerpos séricos. Los titulos fueron determinados enfrentando diluciones del suero
en solucién salina 0,9 % con el antigeno particulado de la bacteria, segun el método de aglutinacion en
ldmina. Los valores se expresan como la media del 2-log del titulo +S.E. de 10 ratones. Durante la
respuesta secundaria los mayores valores corresponden a los grupos en estudio. Los dias 28 y 35 del
esquema existieron diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos magnetizados y de ellos con

relacién a los controles.
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Figura 2. Conteo de macréfagos. El exudado de células se
obtuvo mediante lavados de la cavidad peritoneal con PBS-BSA
y el conteo se realizé en cémara de Neubauer, después de
centrifugar y resuspender las células en PBS-BSA. Los valores
son expresados como la media * S.E. de 10 ratones. El grupo
experimental GTM4, muestra diferencias significativas (p <
0,05) con relacién a los controles GCN y GCP1.

Por otraparte, las células fagociticas se consideran
|as defensas primarias del organismo contra Pseudo-
monas aeruginosa [9] y laestimul acién de macréfagos
en el grupo GSTM seexplicaa valorar lautilizacion
del LPS como antigeno, de quien seinformaque ade-
mas de ser inmunogénico es téxico, pudiendo inducir
laproliferaci6n de macréfagos como resultado de una
reaccion inflamatoria[10, 11].

No se observé la formacién de granulomas en €l
sitio de la inyeccion para los grupos cuyo inéculo
incluiaalasustancia CM-95 tratada magnéticamente.
Solo donde se inocularon los antigenos preparados
con adyuvante de Freund e hidréxido de aluminio, se
formaron granulomas, |os cual es aumentaron de tama-
fio en el transcurso de lasinocul aciones. Estosresulta-
dos se justifican por las caracteristicas inherentes a
estos adyuvantes [12]. En €l caso del hidroxido de
auminio se formaron granulomas discretos, coinci-
diendo conlaliteratura[13].

La observacion macroscopica de los 6rganos no
registro variacion morfol 6gicaalgunaen ningunade
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los grupos experimentales con relacion al control sin
inocular, lo cual demuestralainocuidad dela sustan-
ciaCM-95 [1].

El peso delos érganos tuvo diferencias significati-
vasen €l caso del higado (p < 0,01), cuyo peso aumen-
t6 en todos|os tratamientos con relacion a control sin
inocular. Los mayores valores se registraron en los
grupos con CM-95 tratada magnéti camente, mostran-
do éstos, diferencias significativas en relacion a los
controles GSTM, GCN y GCP2 (Figura 3).

El comportamiento descrito anteriormente puede
explicarse por laactivacion del higado al ser sometido
a efectos de la solucion CM-95 tratada magnética-
mente. Anteriormente se hareferido que el tratamien-
to magnético induce un aumento de la cantidad de
RNA de los hepatocitos y un incremento del nimero
y dimensiones de las células de Kuppfer [14].

El resto de los érganos (corazon, pulmones, rifio-
nes) mostraron valores muy similares que resultaron
no significativos.

El peso relativo del bazo solo presentd diferencias
significativas (p < 0,05) del grupo GCP2 conrelacion
al resto, exceptuando a los grupos GTM4 y GSTM.
Entrelos grupos con CM-95 tratada magnéticamente,
el GTM4 fue el que exhibié mayores valores, aunque
no se diferencid estadisticamente (p < 0,05) del resto
delos grupos (Figura4). Lamayor reactividad inmu-
noldgica en este 6rgano fue provocada por €l trata-
miento correspondiente a adyuvante de Freund.

Estos resultados se explican considerando que €l
bazo responde activamente con laproduccién de anti-
cuerpos cuando existe estimulacion antigénicade sus
célulasplasmaticas[15].

El timo mostro pocas diferencias en cuanto a peso
relativo y se encontraron resultados superiores en
las variantes donde se utiliz6 CM-95 tratada mag-
néticamente con relacién al control sin inocular. El
peso de los ganglios linféaticos tampoco arrojo dife-
rencias significativas entre l0s grupos experimenta-
les y controles,aungue se registraron los mayores
valoresen el grupo GCP2. Los grupos experimenta-
les con CM-95 tratada magnéticamente, mostraron
superioridad con relacion al control sininocular (re-
sultados no mostrados). Los resultados obtenidos
en este sentido, mostraron similitud con los referi-
dos en otros experimentos, donde se haevaluado la
sustancia CM-95 [1].

A modo de conclusiones se puede considerar quela
magnitud de lasinducciones magnéticas con que setra-
t6 la sustancia CM-95 fueron efectivas para inducir
una fuerte respuesta inmunitaria, expresada en titulos
elevados de anticuerposy valores superioresen e conteo
de células del exudado peritoneal, con relacion al con-
trol sin inocular. No se detect6 la formacion de
granulomasy no seobservo lapresenciade dafiosenla
arquitectura histol 6gicade los 6rganos estudiados.

Recibido en noviembre de 2002. Aprobado
en septiembre de 2003.
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Figura 3. Peso del higado. Los mayores valores se registran en los grupos con CM-95 tratada magnética-
mente, mostrando diferencias significativas (p < 0,01) con relacién a los controles GSTM, GCN y GCP2.
Los valores son expresados como la media + S.E.
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Figura 4. Peso relativo del bazo. Sélo se observan diferencias significativas (p < 0,01) en el grupo GCP2
con relacién al resto, exceptuando a los tratamientos GTM4 y GSTM. Los valores son expresados como
la media + S.E. de 10 animales.

Estas observaciones demostraron lavariacion dela
reactividad de las células del sistema inmunitario, al
ser expuestas a los efectos de la solucion CM-95 tra-
tada magnéticamente, asi como la sensibilidad de los
6rganos inmunocompetentes ante la accion del campo
magnético [3, 16]. Los resultados alcanzados en este
trabajo permiten valorar €l posible uso de lasustancia
CM-95 tratada magnéticamente como adyuvante en
|as condiciones experimentales ensayadasy se corres-
pondieron con los resultados de otros investigadores
gue también reflgjaron la accion inmunoestimulante
de estasustancia[4, 16].
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