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ABSTRACTO

Este trabajo investigd el efecto del FRCO01 sobre la inmunidad inespecifica de ratones y la
reaccion injerto versus huésped (GVHR). Los resultados demuestran que el FRC001 tuvo cierto
efecto sobre la funcidn fagocitica del macréfago mononuclear, el indice del bazo y el indice del
timo, transformacion linfocitaria del bazo, formacién hemolizante del suero, el coeficiente de la
reaccion del bazo del huésped y coeficiente de estimulacién y el indice de estimulacion, por
ejemplo FRCO01 puede aumentar y ayudar la inmunidad humoral y celular en una base
experimental para el uso del FRCO01 para regular la inmunidad y prevenir y curar tumores.

Palabra Clave: FRC001 Inmunidad Inespecifica de la reaccion injerto versus huésped (GVHR)

HISTORIA

La formacién de tumores se relaciona a la deficiencia inmunoldgica. En los ultimos afios ha
habido muchos reportes de el indice de deficiencia inmunoldgica la cual se considero ser un
indice importante en la seleccidn de agentes antitumorales. El estudio investigo el efecto del
FRCOO01 sobre la inmunidad inespecifica de ratones y GVHR.

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales
1.1. Medicamento: FRC0O01.



1.2. Animales Experimentales: Ratones, especie Kumming, 18~22gm, mitad machos, y mitad
hembras, proporcionados por el Experimental Animal Center of Jiangsu Tumor
Prophylactico-therapeutic Research Institute.

2. Método
2.1. Funcién fagocitica de macréfagos mononucleares (prueba de eliminacién del carbén)
2.1.1. Principios experimentales

Ratones experimentales fueron inyectados con tinta India el cual se uso como un
cuerpo extrafio granular. La tinta India fue fagocitada y eliminada por macréfagos
mononucleares después de entrar en circulacion. El 90% fue fagocitado por las
células hepaticas de Kupffer mientras que el restante fue fagocitado por los
macroéfagos del bazo. La tasa de eliminacidn de cuerpos extrafios en la circulacién
refleja la funcidn fagocitica del macréfago mononuclear. Dentro de ciertos
alcances, la tasa de eliminacién del cuerpo extrafio granular tuvo una relacién
exponencial con respecto a la concentracion granular en circulacién. Tiene una
relacion lineal en un sistema de coordinadas en las cuales tiempo es la horizontal y
la concentracidn granular el la vertical. La inclinacién K de la linea es la tasa de
fagocitosis (tasa de eliminacién)

2.1.2. Manipulacién

Los ratones fueron separados al azar en un grupo de control negativo y otro grupo
de control positivo y grupos de distintas dosis de FRCO01. Fueron alimentados con
agua destilada, leche elemental y distintas dosis de FRCO01 por 10 dias. Cada ratén
recibid una inyeccion de tinta India (diluida 1~5 veces) 0.05ml/1.0Gm de peso por
la vena de la cola 30 minutos después de comer. En el primer minuto (t1) y el 5to
minuto (t5) después de la inyeccion, se extrajo 20 ml de sangre de la vena
postorbital con un tubo de succién humedecido con solucidn heparina y diluido en
2ml de solucién de bicarbonato de sodio al 0.1%. Se midio la absorcion de la
solucion sanguinea a los 680nm. Para calcular el valor de K se utilizo la siguiente
formula (IGAI-IGA5)/(t5-t1)=(IGA1/A5)/4

2.2. Prueba GHVR.

Dos ratones de linea pura C57BL JCR hibridizados para dar a luz a ratones recién nacidos y el
padre experimental fueron alimentados con FRCO01 por 10 dias mientras que el padre
control no recibid tratamiento alguno. En el dia 11 de vida los padres fueron sacrificados
para extraer los bazos. La suspension (1X10 8/ml) se preparo con técnica aséptica. Los
ratones recién nacidos fueron divididos en grupos experimental, control y normal. Los
ratones recién nacidos del grupo experimental fueron inoculados con 0.1 ml de una
suspension de células de bazo del padre, los ratones recién nacidos del grupo control fueron
inoculados con 0.1 ml de una suspension de células de bazo del padre, y el grupo normal no
recibid tratamiento alguno. Todos estos ratones recién nacidos fueron sacrificados al 7mo
dia después de la inoculacion, y sus bazos fueron pesados para calcular el coeficiente de



bazo (mg. de bazo/10mg de peso). Luego se calculé el indice de estimulacion del bazo (SI)
por la siguiente formula:

SI=Coeficiente del promedio del bazo del experimental o
control/promedio del coeficiente del bazo del grupo normal.

2.3. El indice del bazo

Prueba del indice del bazo y del timo. Ratones de la especie Kunming (18~22Gm) se
dividieron al azar en un grupo control (alimentado con N>S) grupo de control positivo y el
grupo FRCO01. Fueron alimentados con el alimento respectivo por diez dias consecutivos y
sacrificados por desangrado orbital al segundo dia de la ultima comida. Sus bazos y timos
fueron extraidos y pesados exactamente con una balanza de torsidn. Los resultados
revelaron el indice del 6rgano(bazo o timo) /peso (mg/10mg de peso corporal).

2.4. Prueba de transformacion linfocitaria del raton (MTT)

Colorimetria del MTT del bazo del ratdn. Especies puras del raton Kunming fueron
sacrificados por desangrado orbital y los bazos extraidos para hacer una suspension celular
5 X 10 (8)/ml de suspensidn celular con la solucién de Hank y suspensién de células
medianas RPC 1640. Se pusieron 100 ml al poro de un plato de cultivo y a cada poro se le
agrego 100 ml de PHA; mientras tanto se coloco el poro de control. Fueron cultivados a 37-
38.5°C. en un incubador CO2 por 72 horas. A cada poro se le agrego 50 ml de MTT 4-5 horas
antes de terminar el cultivo, luego continuar con los cultivos 24, 36 y 48 horas
respectivamente. Se pusieron en un refrigerador a 4°C por una noche. Se retiraron 150 m.
del supernatante al que se le agregd150 ml de isopropanol y mezclado hasta tener una
solucion homogénea. La absorcion (A) de cada tubo fue medido a 630 nm del fotdmetro
ELISA. Para detalles vea la referencia 10.

2.5. Prueba de hemdlisis del suero

Ratones de la especie Kunming de 18~22 gm fueron divididos al azar en grupos no-
inmunoldgicos, inmunoldgicos; y grupos inmunoldgicos con droga (dosis baja, media y alta).
A cada ratdn de los ultimos dos grupos se les inyecto intraperitonealmente 0.2 ml de
glébulos rojos de oveja (SRBC) lo cual lo diluyé a 3:5 (V/V) con Ratones NS del Grupo de
droga a los cuales se les dio la droga antes o después de la inmunizacion. Cuatro dias
después de la inmunizacién, se saco 1ml para obtener el suero. Para mas detalles vea la
referencia 8.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. El efecto del FRCO01 sobre la funcidn fagocitaria de el macréfago mononuclear in Ratones
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Figura 1.- La curva del efecto de FRC001 sobre la Funcidn Fagocitaria del Macréfago
Mononuclear en ratones.

El aumento del indice de eliminacion del carbdn (K) refleja las mejoras de la funcidn fagocitaria
del macréfago mononuclear y la inmunidad inespecifica. De acuerdo con la Figura 1 dosis bajas,
mediana y altas del FRCO01 aumentaron el valor de K significativamente (p<0.01). El resultado
muestra que el FRC001 puede aumentar la funcion fagocitaria del macréfago mononucleary la
inmunidad inespecifica.

2. El efecto del FRC001 sobre el indice del bazo y el indice del timo. (Tabla 1)

Table 1 The effect of FRCOO1 on spleen index (Sl)and thymus index(Tl)

Group Number (n) Dose XASD(mg/10g.bw)

— M os— - os——— — - bl - 'll —
Controt 10 0 69 59425 59 26.23+9 01
FRCOO 10 6.0 X 10(mwkg X d) 649213591 * 27.03+13.03 *x

Elcinene Mitk 10 100 X JO(mg/kg X d) 782612282 % 106.15£2.60 * *x %

Comparcd wath control, % P>0.05, * % P<005, * % % P<0.0]

Tabla 1 El efecto del FRC001 sobre el indice del bazo (SI) y el indice del timo (TI)

El bazo y el timo son 6rganos inmunoldgicos importantes. La degeneracion y atrofia de ellos
influye sobre su funcion normal. De acuerdo con la Tabla 1, FRC001 tuvo un efecto
insignificante sobre Sly Tl (p>0.05). el resultado ensefio que Edfrann no tuvo influencia



evidente sobre los érganos inmunoldgicos. Los autores piensan que se deba a la hora de la
inyeccion.

3. Efecto del FRCO01 sobre la transformacién linfocitica del bazo en el ratén. (figura 2)
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Figura 2. El efecto del FRC001 sobre la transformacion linfocitica del bazo en el ratén.

La transformacidn linfocitica del bazo refleja la funciéon inmunoldgica celular. La transformacién
linfocitica aumentd con el tiempo. La amplitud en aumento entre la hora 26 y la 48 fue la
mayor. Comparado con el control, la transformacion linfocitica a las 24, 36 y 48 horas tuvo un
aumento significativo (P;0.01). El resultado mostré que el FRCO01 puede aumentar la funcién
inmunoldgica celular.

4. El efecto del FRC001 sobre la hemolisina de suero (Fig. 3)
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Figura 3. La curva de efecto del FRC001 sobre la formacion de hemolisina en suero.



La hemolisina (IgM) refleja la inmunidad humoral. El aumento de tiempo medio de la absorcién
de hemolisina (HC50) muestra el aumento de la hemolisina y el aumento de la inmunidad
humoral. De acuerdo a la Fig. 3 el HC50 aumento gradualmente con el aumento en FRC0OO01. La
diferencia entre los grupos experimental y control fue significativa (P;0.01). El resultado mostré
gue Edfrann aumento la inmunidad humoral.

5. Efecto del FRC001 sobre el GVHR en ratones (Tabla2)

__(Table2)  Theeflect of FRCOOL on GVHR in mice

Group Number Administration  Dose Host Reaction Stimulu Index
— ey ek ) iadeximyspieogw) (H)
Normal 8 18 0 7.7611.14%** -
Control 3 " 6.0 X 10 9.82x1.36** 1.22
FRCOO0} 8 Iy 6.0 X ]0 12.96x1.88 | 96

Tabla 2. El efecto del FRC001 sobre GVHR en ratones.

GVHR refleja la funcién inmunoldgica celular por el indice de la reaccién del huésped y también
el indice de estimulacion. De acuerdo con la Tabla 2, el indice de reaccidn del huésped vy el
indice del estimulo del grupo FRCO01 fue obviamente mayor al grupo normal (sin tratamiento) y
el grupo control (alimentado solo con agua destilada) (P<0.05 o P<0.01). Los resultados
muestran que Edfrann puede aumentar y mejorar la funcion inmunolégica celular.FRC0OO01 tiene
alguna influencia en la inmunidad inespecifica de los ratones experimentales. La funcion
reguladora del FRCO01 sobre la inmunidad puede estar relacionado a sus componentes. Se ha
reportado que las medicinas Chinas que tienen la funcion de fortalecer el Ki, calentamiento de
la sangre y del Yang, etc. Contienen muchos componentes bioactivos que pueden mejorar la
funcidn del sistema reticuloendotelial, la formacién de anticuerpos, inmunidad especifica e
inespecifica. Ademas, la eliminacién de radicales libres por los componentes de la medicina
china tiene una funcién colaboradora para proteger los érganos inmunoldgicos, regulan la
inmunidad, favorecen factores inmunolégicos, etc. FRCO01 tiene componentes que pueden
fortalecer el Ki y la sangre, calentar la sangre y eliminar radicales libres. Los componentes que
desempefian un papel para regular la inmunidad y su intensidad de accidén y sus mejores
efectos bioldgicos deberdn ser estudiados mas en el futuro.
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ABSTRACT
Tha paper mvesigated the effect of FRCOO01 on mompealic immunity of asce and grall versus boat
remcmon (GVHR) The tesults shows that FRCD01 had some effect on plagocytic function of
mronomcicar mucrophage spleon mdes and ymws index, splosi lymphocyte Yassfomnmation, srus
bovmolysie formation, host spiecs reaction coellicient and stimulate conflicent and sbemulus mdex
s e FRODO T can mcrcane snd onchance humocal wmunty and ccllular unesunaty of expermsontal bases
for i use of FRCO0L o regulsting sserundy Jnd preventing and ouneg Tutmor
Koy Word FRODO| Nosapocdfe wmsunty grall versus host reactoo{ GVHR)

BACKGROUND

Tuinor fommation o related 10 snsunologC inadoquacy Wl recont! yoar Uhere arc Imany 1eport on
menmsociope wadoguacy wdes whnch was reganded as an snpoctant wdey in the soreemmy of
mtecopiasie The study mvestgatad 1he effect of FRCDO! 00 nosspecific ety of nnce sad
GYIR

MATERIALS AND METHODS

| Masenialy
11 Subgoct FRCOO geondod by Chika~Tapan faicle Linies Co., £72,
I3 Expormmesial Al Mouse Kunning speces, 15-22g, half male and half fesmale provded by
Expervmemal Ansviad Conter of Jaagsu Tumer Proptelactico-chexapeutic Rescach bstiute
3 Metho:
*2 1 Phagocyss femciron of imonosuciesr macrophage{muowse carbos diearsace el )
21 | Expermensal ponciple
Expernocatsd mouse was ijected with [ndan ok wiuch was used ssgrasutar foveign body The
Pdhans ok was phagocytized and desed by mosonucicar macrophuge  afler & went Jto
orcplation Nincty parcent of & was phagocytized by Sver Kupller cell wivie the rest wan



phagocylired by spleen macrophage The chearasce race of granviar fosogn body A ciculation
reflecred the phagocyte fnction of monceucicar macrophage Walin gives scope the clearance rate
of grasila forenn body kad exporsmtial fusction 1olation with granuler dose. i ¢ phagosytous nte
had dreet propotion celation with granular concentration in ceculstion They have hincar relation in
watos of cooedmatos with the bane 23 the sbaciass and grasular concertration 83 (he vertical
ordingie The vupe K af the hog o the phagocytoms mate{or Clearnce raee)

2.1 2Manipulstion

Mice were randomly dinded into acgative conrol group pestive conteol grope and Sficront
dust of TRCOO| growps They were fod with &atidics wates clemene ok sod dilferent dose of
FRCOO! for secosnsive 10 days Bach mouse was syected Indian inh(dduled 10 1-5
e Y0 CSed/ | g bw Trom mouse Ll ven =8 10 mesaes afler ibe lant feoding s the firnt
sl 1 Jand S* swrute(t5) after injection 20 x| blood was &awn from postobital ves with suction
b ot whech wis morsacned with heparis sobition and dluted i 2ml O 1% sodum carbosats
sodation  Then absorbance (A ) of Sood solution was sssayed at 680nm To caloulate the value of K
Uy fulbowinng foemstar

(A LIGASY (ST CgAVASY 4

LIGVYHR sest

Two pure he suce § CSTIL 7 ICR bistesdiood o give binth 10 mewborn mouse Beygisnmy af
the first day of 1he burth of the newbors mouse, expetimental male pasent were fod with FROWO| foe
10 dayx while comtrol male parent were 8ot grven any Ireatment On the |1* day after the binth of
nowhors mouse, el parcet muce were Liled by dulocation (0 take out splesss Spleen oell
suspermon (1 % 1Ov/mé) was peepared by aseptic teckmque. The newbom mice were divded sio
oxperimantal grovg, contiol growp and normal group  The esperimental newborn muce were
woculated O Ll sploon cofl suspention of experumencal male parent the control newbom mece were
wonmwmammmm“mmhm
iy treatmest All these newborm mece were killied at seventh day afler woculation snd ther splcons
were woghod to calculate sploce coefliceent (g sploow/ | Og bre) Thes calculation spleen stomulen
index (1) by followwy formda

SEvAvennge Sphon Cocflnncnt of Espormcntal of Controd ¥ Average Spioes Cocfficest of Normst Grosg

- 1.3 Spleew sdes and 1y mus index test

Rutomog specees e (15-22g) were raadomdy dended uno aegative comeol group (fed with
NS posstive controd group aad FRCDOI group They were flod with resepective subpect for
successive 10 days and kilied by orbual Dleeding on the second day afler the law feediog Therr
spdocn and Thyssuses were strgped cut snd weghed accuraicly wath torsen balance The rosuls



showod wel organ mdox-wenght of spleen of thytms{mg )/ 10g brw

2.4 Mous hmphocyie tramformation test-co,orimetry of mouse splenic MI'T

Puie spetcs bunesty mouse was killod by orbaal beeding and us sploen was siripped ot %0 make
5% 1003w cell suwspenson with Hank's sokton and RPM 1640 mednam coll sespersion 100 4 |

was addod 00 pore of culiure dah and every pore was sdded PHA 100 | and experimental
drugs in ihe meantane Control pore was et up. They were culured @ 3738 'C 5% CO2 icubator
for T20ws Every pore was added 30 1 MTT  4-Sivs befoce the endang of culiure then continoe
o cultire 240 1ok 4E8 rospectnely They were pat i 4 T refbgeraior for one niglit. Supernate
150 1 wens sucked, added 150 5 ) acd sopropancd sad blown 1o homogeneous solulios
Abscrbence (A) of cvery tube was sssayed at 0)0om of ELISA photometer To see detad in
refercnce] 10)
15 Serum hemolysin em
| Mice (Kumnmng spocies. 18-225) were candomly divaded mto nosssermnclogi
prowp, mumncloge group immusology sad deugliow anddie and high dose) prowp Every
wouse of 15¢ last two groups was ingected introper woneally 0 2mil sheep red biood
CelSRBC pwhuch dduted 10 3 S(VIV) wath N S Mice of  drug group were grves diug befoce
of et wnnezation Four days afler snomuzation | 1ol blood was taken 10 get serum To see

ihe detad n referenced )

Result and Discussion

L The effect of FRCOO | om phagecy tic lunction of monseuticarmacrophage in sie (Figure 1)
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Figure 1 The effect cueve of FRCOBE on Phagecyti
Fencton of Mossasdiearmacrophage in



The wmcicass of carboa clcarance mdex (K) refleces the enhascoment of phagocyte fnction of
momoouclesrmacrophape and nompecfic mmmusity According 1o Figure | low ouddle sad hugh
dose of  FRCUON imcrcaned K value sgndcarslylp<0 01) The reauk showed FIRROD01 can
enhance the phagocytx funcive of moncaucieannacrophage and posapecific mamunaty

2 The effcct of  FROVO! v spleen index and Shymsus iodex (Table 1)

Table 1 The effect of FRCO01 on spleen index (Si)and thymus ndex(T))

Group Number (n) Dere o XiSD(mgriegbw)
e i, st mn
Conteol o 0 69 59425 59 2234501
RO 1o 60 X Imyghg % J) 649243591 & 270021300 »
Flomone Midk M0 00 X 10mg/kg X &) TE26222852 & 1615:260 ¢ w »

Cowgurcd sahconsct & 003, ¢ o PGS o & & Py
Spleen snd thyms are anponant sneusologc ofgans The degeseration and atrophy of thewn will
influcnce thew sommal fenction Accordeg 10 Table | FROUO | had no sigaificant effect on SI
and THP00%) The resit showed Edfrana had no evwdent miluoonoe on armnodogsd o gain
The suthors hougin & aay be related %0 the shot Lme
1 The etloct of  FRCOOY on splenic iyphocyle Iransformabion in mouse(Figure 2)
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(Figure 2)  Whe effect of  FRODOL om spdenic lyphecytie tramformation s mouse

Splenns hysmphocyse trasfonnation reflects coliular immsologic functioa From Fggwre 2,
FRCOO! had ovadont inthucnce on sphenec lymphocyte tansformation: Splensc lyinghocyse
sansfonnanco wonl up a3 the ncresseg of tme The increasny amplode berwees 203 and 4%h
was the bigyest Compared with costrol splenic lymphocyte tamaformation 3t 24h J0h asd 43h
wcreased sigmficanthy( P20 01) The result showed FROOD! can entance colfular insnsologc
fo vun



4 The effect of FRCOO1T on serum hemolysn (Figure 3)
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(Fguee 3)  The effect Corve of FRODUL om secum hemolysen Formation.

Hermolyse 1gM) cefiocas bumory wunensty Increasing of absorbance at the 1me halfl
tonohysn whes place(HCY0)  shows the moreasing of hemolyse and eahaocement of namorad
ety Accordng 0o Figure 3 1050 went up gradually as the screasing of FROO T The
dillerence berween espermont growp and control group was sigmficant (P<0 01) The resuh
showed Fdiiam had eshance hureorsl unseuly

S The effect of  FRCOO! on GVYMR in mce (Table 2)

(Table2)  Theeflect of  FROWI s GVHR i mice
CGroup Nesber Admsnsiration Dose How Reacton Stmdy Index
vy  eghg X d) Indes(mg plecigw) (S1)

Normal : o 0 17611 1400 .
Control & " 60 % 10 98221 36°° 122
FRCOO! % W 60 x 10 12 9611 8% 1 9%

Compganad wilh TROUWD! growp *PO 08, **P 008, ***P 0l

GVHR reflects collular ioumencloge fnction by bost  reacton méex snd soammius mdex
Accordeg 10 Table ¢, bot teacywos mdex aod stemuius mdex of FRCOD! group was cbviously higher
ihan sormal groupl without asy tecatment ) aad costrol group (fod wek datilied water only (P<0 05
or P40 01) The rewsh shows Ediram can mcrease and enbiance celbolar mmuncloge fuscton



A of thess sesiis shows FROGO | Bad sooe imfluence on nosspecilic immmwaty of
oxporimental mice The regulation functice of  FRCOO! 10 ssmunsty may b related to its
compondrs M o reporied thas Chimcse drugs with the fusction of invigpeating Qs bood and warmuey
Yang wtc contan many brosctrve componants winch cas enhance e Sinction of reticuloesdothelial
ywlem astibody formation specific snd nonspecdic snmunty [n sd&tion Boe radical scavesges i
Chinese drugs Save cooperativeg fenchion in prececting imemaluge oegpam, regulating
imamney cohancng msalogic facsoes oic FROOD| cortams companeats which can ivgorale Oy
and biood warm blood and scaveoge free radicals (hen By componens which play roles m regulsting
ity and thew action imenuty best broctfoct are wating for future study
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