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RESUMEN

El Factor de Transferencia (FT), representa el mate-
rial dializable de bajo peso molecular (menos de 10 000
daltons) del extracto total de leucocitos periféricos. Tal
Factor es capaz de transferir sensibilidades antigénicas
del donador a receptores no sensibilizados. El efecto del
Factor de Transferencia, puede mostrarse a través de varios
indicadores de inmunidad celular, tales como: fenfmeno de
Hipersensibilidad Retardada; Blastog&nesis de Linfocitos;
liberacifn de Factor Inhibidor de Macr&fagos (MIF); aumento
de c&lulas formadoras de rosetas con eritrocitos de carnero.
Aunque la naturaleza bioguimica de su componente activo ha
sido ampliamente analizada, &sta permanece atin desconocida,
sin embargo, ha sido establecido que dicho material contiene
Ribosa y es resistente a la actividad de RNAasa, DNAasa y
Tripsina, pero nb a Pronasa. As{ mismo, tampoco su mecanismo
de accién ha sido confirmado. El interés en el estudio de FT,
ha sido intensificado por su demostrada eficacia en algunos
pacientes con inmunodeficiencias, neoplasias y enfermedades
infecciosas por virus, hongos, protozoarios o de etiologia
micobacteriana. Su uso en inmunoterapia se ha incrementado
dram&ticamente, ya que este tratamiento simple y sin riesgo

~ofrece grandes ventajas sobre otras estrategias terap&uticas.



OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es presentar una integra-
cibén bibliogridfica acerca del FACTOR DE TRANSFERENCIA, dada
la importancia de éste en la Inmunologfa Clinica, proporcio-~
nando asi un panorama amplio y actualizado del mismo, para
su mejor comprensifn. Para tal propbSsito se abordan tres

agpectos en el estudio de Factor de Transferencia:

I ACTIVIDAD BIOLOGICA
IT PROPIEDADES QUIMICAS
III APLICACIONES CLINICAS



I.~ INTRODUCCION



I. INTRODUCCION

El desencadenamiento de una respuesta inmunolSgica, es
una consecuencia de la estimulacibén de c&lulas linfoides por
parte de un antfgeno (34). Tal estimulacién, puede resultar
en: la sfintesis de anticuerpos humorales contra el antfgeno:;
aparici6n de inmunidad celular respecto de dicho Snt!qeno, o
ambos tipos de respuesta (38, 83), A pesar de que los dos me-
canismos no son totalmente independientes, y de que la coope-
racibén entre ellos es importante, son distintos. La base de
esta dualidad en el Sistema Inmune, reside en la existencia
de dos poblaciones diferentes de células linfoides: los linfo-
citos B, que son precursores de c€lulas plasmiticas, las cua-
les producen anticuerpos y las células T, que participan en
la inmunidad celulaxr (34, 83), siendo un modelo de &sta, el
fen6meno de hipersensibilidad retardada, el cual se ejemplifi-
ca por una respuesta inflamatoria tardfa cuando ciertos antfge-
nos solubles son inyectados por via subcutdnea o intradermica

en sujetos y animales sensibilizadoz @ (34).

La inmunidad celular es un importante mecanismo de'defen-
sa contra muchos tipos de antfgeno extrinsecos y contra las tu-
moraciones neoplasicas formadas en el organismo. Es también
primordial én el rechazo de injertos (27, 38). Asf, el poder

transferir inmunidad, tanto humoral como celular, cuando existe



inmunoincompetencia es algo que siempre ha preocupado a los
investigadores. A través del estudio de ciertas enfermedades
de inmunodeficiencia se ha establecido que en el suero los
anticuerposApueden ser transferidos, no asf{ la inmunidad ce-
lular. La transferencia de inmunidad celular ha sido objeto

de un gran nfimero de investigaciones. Landteiner y Chase en
1942 (28, 34, 67, 96) descubrieron que la sensibilidad cutél-
nea tardfa a simples compuestos, asi como a tuberculina, po-
dfa ser transferida por la inyeccidn de cé€lulas de exudado
peritoneal de cobayos sensibilizados a animales no sensibili-
zados. Subsecuentemente, H. Sherwood Lawrence, (70, 96) demos—
trd que la hipersensibilidad cut&nea a tuberculina y a antf-
genos de Estreptococo, podia ser transferida en hombres, por
la inyeccibn intradérmica de leucocitos viables de la sangre,
de donadores con reactividad cut@nea positiva a receptores con
reaccifn negativa a esos antfgenos. En una extensién de este
trabajo, el mismo, mostrd que tal transferencia de sensibili-
dad retardada podfa lograrse con extractos de leucocitos tan
eficientemente como con leucocitos viables. El seleccion§ el
t&rmino FACTOR DE TRANSFERENCIA como una designacifn convenien-
te para el material extraido de leucocitos, el cual fue respon-
sable de la transferencia de hipersensibilidad retardada a re~

ceptores no inmunes (70, 96).

A esto siguib el inter&s por conocer el mecanismo de ac-

cibn, asfi como la caracterizacisn de dicho material. E1 Factor



de Transferencia (FT) result6 ser una molé&cula dializable

de peso molecular'de menos de 10 0000 daltons; no antigéni-
ca, ni con caracteristicas de una inmunoglobulina. (69, 96,
106) . Cuando es inyectado a los receptores, no induce res-
puesta humoral detectable ni respuesta inmune celular en con~

tra de sf mismo. (34, 69, 96)

A pesar de los avances en las técnicas de separacién
de varias subpoblaciones de leucocitos, no se han presentado
todavia datos para definir la asociacién del Factor de Trans-
ferencia con una subpoblacifn de leucocitos especifica. ILos
primeros reportes indicaron que las células necesarias para
la transferencia de hipersensibilidad retardada eran c&lulas
mononucleares no adherentes, predominantemente linfocitos,
(96, 102), esto condujo a suponer que tal FT estaba asociado
con linfocitos T. (69, 96). El sitio de accién de FT y las cé-
lulas sobre las cuales ejerce su efecto son aun desconocidas.
Algunas evidencias sugieren que linfocitos T y monocitos pue-
den ser esenciales para su actividad, (69) pero el papel exac-
to de la participacién de cada una de esas células no ha sido
aclarado. Muchas de las caracteristicas de la actividad biols-
gica de FT fueron derivadas de los estudios originales efec-
tuados por Lawrence in vivo. Se ha propuesto que ademis de
conferir hipergensibilidad retardada, FT causa una nueva pro-
liferacidn de leucocitos en la circulacién, (70, 96), los cua-

les pueden transferir inmunidad medidada por c&lulas a otros



receptores no inmunes. Estudios subsecuentes usando FT re-
petidamente han mostrado la presencia de linfocitos de res-—
‘puesta antfgeno-especifica en los receptores (96), los cua-

. les no habfan estado presentes antes de la administracifn de
&ste. En experimentos disefiados para observar el efecto de FT
sobre el rechazo de aloinjerto en humanos, Lawrence y sus co-
laboradores, notaron que individuos normales no poseen FT
aloinjerto-especifico dirigido en contra de los antigenos de
histocompatibilidad de otros individuos, a menos que los pri-
meros hayan sido inmunizados con el injerto (69). FT aloinjer-
to especifico solo puede causar un acelerado rechazo del injer-
tc usado para inmunizar al donador y no tiene efecto sobre
otros injertos. (27, 34, 69, 96). Estudios adicionales in vi-
tro han reportado otros efectos inespecificos y especificos de
FT, tales como: aumento de c&lulas formadoras de rosetas; au-
mento o supresi6n de la blastogfnesis de linfocitos antigeno

o mit6geno inducida; modificacibn de la concentracifn intrace-
lular de nucleb6tidos ciclicos; efectos sobre la migracidn de
macr8fagos (34, 38, 69, 96). Diversos modelos animales usando
cobayos, conejos, ratones, bovinos y primates, se han descrito
para el estudio de las pfopiedades inmunolégicas y clinicas de
FT (34, 108, 122, 124). 8Sin embargo, no se ha presentado un
ensayo in vitro ni un modelo animal que conteste todas las in-

terrogantes acerca de este factor.



Il.- METODO GENERAL DE PREPARACION DE FACTOR DE

TRANSFERENCIA.



II. - HMETODO GENERAL DE PREPARACION DE FT

La preparaci&n de Factor de Transferencia dializable,

incluye varias etapas bé&sicas (19, 70):

A) .~ AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS

B) .- LISIS DE LAS CELULAS

C) .~ DIALIS DE LOS LISADOS

D) .- LIOFILIZACION DE LOS DIALIZADOS

E) .~ RECONSTITUCION DEL MATERIAL LIOFILIZADO

A) .- AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS:

Los leucocitos de donadores apropiadamente sensibles a
uno o varios antfgenos, son aislados de sangre venosa con he~
parina y dextr&n, dejindose sedimentar a 37°C. El plasma sobre-
nadante fico en leucocitos es removido y centrifugado, hacién-
dose repetidos lavados del paguete celular con solucién sali-
na fisiol&gica para remover eritrocitos contaminantes y trazas
de plasma. Las cflulas suspendidas en el menor volumen posible

son contadas (70, 79, 106).

B).~ LISIS DE LAS CELULAS:

Las células son tratadas por uno de los siguientes proce-

dimientos para su lisis (106):



B.1).~- Lisis con agua destilada.- Los leucocitos son suspen-
didos en agua destilada, incubdndose a 37°C con agitacién fre-
cuente. Observaciones microscépicas hechas durante el curso
de la leucocitolisis indican que en este procedimiento, ini-
cialmente ocurre la ruptura de la membrana celular con subse-
cuente liberacifn de componentes citoplasmiticos dentro del
sobrenadante, siguiendo a esto el rompimiento de la membrana

nuclear. (69, 70)

B.2).~ Congelamiento-Descongelamiento y tratamiento enzimitico.
Los leucocitos son suspendidos en solucibn salina fisiol6gica
y congelados en una mezcla de CO2 y alcohol al 90% o acetona,
permaneciendo asf aproximadamente dos horas, antes del primer
descoﬁgelamiento en un bafioc de agua a 37°C. Varios ciclos de
congelamiento-descongelamiento son efectuados. El nGmero total
de éstos es determinado por la evidencia microscbpica de la
completa destruccifén de los leucocitos, (70) El material és
tratado a 37°C con desoxirribonucleasa (DNARasa), en la presen-
cia de Sulfato de Magnesio para activar a la enzima. (69, 70).

C) .~ DIALISIS DE LOS LISADOS

Los lisados son dializados a 4°C contra agua destilada
estéril: o bien, pueden sex ultrafiltrados en un sistema.Milli-
pore, usando una membrana con limite de exclusifn de 25 000

daltons (70, 89, 101). El1 material dializado con agua, para uso



in vivo, ha presentado una disminufda actividad in wvitro y
frecuentemente es t6xico para los cultivos de linfocitos.
Este problema es solucionado dializando contra medio de cul-

tivo de tejidos (9, 79).
D ¥y E).- LIOFILIZACION Y RECONSTITUCION

Después de la diflisis, el material es liofilizado y al-
macenado a =-20°C, Antes de su uso es reconstituido con agua
destilada, ajusténdo el material extratfdo de 5x108 leucocitos
en un mililitro, representando esta cantidad una UNIDAD INTER-
NACIONAL DE FT (50, 69, 89, 124). Finalmente para esterilizar

el producto, es pasado &ste a través de un filtro Millipore.



III.~ ACTIVIDAD BIOLOGICA DE FACTOR DE TRANSFERENCIA.
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III.- ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA.

La transferencia de inmunidad celular, actividad bio-
l8gica atribufda al Factor de transferencia, ha sido general-
‘mente demostrada a través del modelo in vivo de hipersensibi-
lidad retardada (34, 69, 70, 96). No obstante, una serie de
controversias se han desencadenado en torno al mecanismo de
accibn y a la éosible especificidad o inespecificidad anti-~
génica de‘ﬁal actividad. Varios ensayos in vitro, que refle-
jan el efecto in vivo de FT han sido descritos, con el prop6-
sito de dar solucibn a estas interrogantes. Dichos ensayos han
permitido conocer una variedad de efectos especificos e ines-~
pecificos de FT sobre la inmunidad celular. El presente capi-
tulo aborda el estudio de tales efectos, vislumbrados tanto de
ensayos in vivo como in vitro. Por tal motivo, se presenta pre-
liminarmente una breve descripcitn y metodologia de tales prue-

bas involucradas.

A.- DESCRIPCION Y METODOLOGIA DE LOS ENSAYOS INMUNOLOGICOS

INVOLUCRADOS EN EL ESTUDIO DE FACTOR DE TRANSFERENCIA.

1.~ Ensayo de Hipersensibilidad Retardada.- La hipersensibi-
lidad, definida como una alteracién de tejido, resultante de
la exposicifn a material antigénico, (34, 38) es manifestada
por una variedad de reacciones biol6gicas. De acuerdo al tiem-

po de aparicidn y mecanismo de la reaccifn, la hipersensibilidad
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puede ser inmediata o tardfa. La primera requiere la presen-
cla de anticuerpos y aparece en un lapso de 4 a 6 horas des—
pués de la exposiciln al antfgeno. La hipérsensibilidad retar-
dada es mediada por linfocitos sensibilizados, y los cambios

en el tejido se vuelven méximos en un lapso de 24 a 48 horas
(24, 34). Después de la inyeccifn intradérmica de un antfgeno
especifico en un individuo hipersensible, ocurre la migracién
de células mononucleares con formacifn de induracibén (23). La
reaccidn a tuberculina es un ejemplo clisico de hipersensibi-~
lidad retardada (23, 34, 38). En adicibn a la tuberculosis,
otras infecciones bacterianas (tularemia, brucelosis), infec-
ciones virales (paperas, viruela) y enfermedades miclticas
(histoplasmosis, coccidiogis); también inducen hipersensibili-
dad retardada (23, 24). Las hipersensibilidades por contacto
son también del tipo tardio, en donde simples compuestos tales
como dinitroclorobencenc y clorato de picrilo actuan como agen-
tes sensibilizantes (26, 34, 38). Los antfgenos de trasplante,
asi como algunos antigenos tumorales inducen también hipersen-
sibilidad de tipo celular (23, 27, 96). La medida del didmetro
de induracifn es un indice del grado de sensibilizacién (34,69).

2.~ Ensayo de Blastogénesis de Linfocitos.- La activacibn de
un linfocito T, se inicia con una serie de procesos biolSgicos
que ocurren cuando el linfocito sensibilizado se pone en contac-

to con el antigeno especifico (38) Dichos procesos incluyen, la
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transformacibn de linfocitos en células metabblicamente ac-
tivas, que poseen la morfologfa de blastos. Esta transfor-
maciSn, se acompafia de una serie de complejos eventos biogui-
micos que incluyen: elevaciédn de la adenilato ciclasa y ele-
vacibn consecuente de Monofosfato de Adenosina cilico (AMPc)
intracelular; fenfmenos relacionados con la membrana, como,
aumento de sintesis de fosfolipidos, aumento de permeabilidad
a los cationes divalentes. La gsintesis de proteinas: de RNA y

finalmente de DNA, ocurre poco tiempo despufs (34, 38, 83).

In vitro, la transformacién de los linfocitos T, puede
gser inducida, no solo por antigenos especificos, sino también
por mit6genos, como, concanavalina A (extracto de Conavalia
ensiformis) y la Fitohemaglutinina (extracto de Phaseolus
vulgaris) las cuales son lectinas que estimulan un gran nfimeroc

de linfocitos (34, 38, 83).

La técnica in vitro de transformacién linfocitica es co-
munmente empleada para evaluar la inmunidad celular en enfer-
mos con inmunodeficiencia, autoinmunidad, enfermedades infec-
ciosas y neoplasias (26, 38). Los par&metros utilizados en el

laboratorio para medir la transformacidn incluyen:

a) .- Conteo de la proporcifn de células gue sufren alteracio-

nes morfolbgicas, como, aumento de tamafio,
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b) .~ Medicién de la sintesis de DNA, por medio de la capta-
cibn de precursores de &ste,marcados con radiactividad

(34, 38).

Este método es el m&s empleado y comprende las siguien-
tes etapas: Los linfocitos sensibilizados son purificados a
partir de sangre periférica heparinizada por centrifugaciﬁﬁ
en gradiente de densidad de Ficoll-Hipaque, y culéivados a
una concentracidn aproximada de 1x106 linfocitos/ml. E1 antf-
geno especifico es adicionado a los cultivos en concentracio-
nes adecuadas, y son incubados &stos en una mezcla de Co2 al
5% en aire durante 5-7 dias, tiempo en el cual, los antigenos
producen su mi&ximo efecto sobre la sintesis de DNA. (34). En
el caso de estimulacién por mit6geno, los m&todos de cultivo
son idénticos a los empleados en la estimulacibén por antfgeno,
pero en contraste con &sta, no se requieren c&lulas sensibili-

zadas y el tiempo de respuesta midxima ocurre en 72 horas (34).

Una medicién de la sintesis de DNA, es lograda, marcando
los cultivos con Timidina tritiada (BH—Td), un precursor de
nuclebtidos, el cual es incorporado al DNA reci&n sintetizado.
La cantidad de Timidina tritiada incorporada, es determinada
por el nfimero de cuentas en un espectrofotGmetra de centelleo

para liquidos.
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Célculo del Indice de Estimulacifén:

cpm en cultivos estimulados

IE = Indice de Estimulacibn =
cpm en cultivo control

- cpm = Cuentas por minuto

Cultivos Controles = Cultivos sin estimulantes antigé&nicos

o mitog&nicos (9,11,34,79,124).

3.- Ensayo de la Inhibicibn de la Migracibén de Macr6fagos.-
Numerosas sustancias son liberadas por los linfocitos sensi-
bilizados, cuando &stos son puestos en contacto con el anti-~
geno; estas sustancias actfian como mediadores inmunolSgicos y
son denominadas linfocinas, las cuales, a través de su activi-
dad biolégica son capaces de reclutar cé&lulas inflamatorias
del hGesped, activdndolas y manteniéndolas en el sitio de
reaccifn. Entre estos mediadores de linfocitos, se encuentra
aquél que inhibe la migracién de los macréfagos. La determina-
ci6n in vitro de este factor ha sido Gtil para evaluar 1la
inmunidad mediada por células, implicando &sto, que tal ensayo
puede ser usado para detectar y estudiar in vitro la actividad
de Factor de Transferencia en ELD (123), asi como el efecto de

&ste en los receptores.

La base del ensayo de Inhibicién de la Migracibén de Ma-
cr6fagos (MMI), es la determinacifn de respuestas que son con-

secuencia de la liberacifn del Factor Inhibidor de la Migracidn
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de Macrb&fagos (MIF), por los linfocitos sensibilizados (34).
La produccién de EIF es especifica, es decir, los linfocitos
cultivados en ausencia de Ag especifico o enpﬂtsencia de wun
Ag para el cual, el donador de linfocitos no es sensible, no

producirdn este factor.

Las suspensiones purificadas de leucocitos de individuos
inmunizados, son colocadas en pequenos tubos capilares de vi-
drio, los cuales son sellados en un extremo, centrifugados y
luego cortados en la interfase célula-liquido. La porcibn del
capilar gque contiene las cé€lulas es colocada en la cémara de
cultivo de tejidos; a &sta se le adiciona medio de cultivo gue
puede o né contener Ag. Las c&maras son incubadas a 37°C du-
rante 18-48 horas. En este perfodo las cé&lulas migran fuera de
los tubos capilares sobre la superficie de vidrio de la c@mara.
En presencia de un antigeno especifico, se puede demostrar que
las células sensibilizadas no migran tan lejos como las c&lulas

qut no se encuentran expuestas al Ag. (31, 34, 90, 93, 125).

Suspensiones purificadas de macrb6fagos pueden ser colo-
cadas en'él tubo capilar dentro de la c8mara de cultivo. En el
periodo de incubacidn, los macréfagos salen del tubo y se ex-
tienden por las paredes de vidrio de la clmara. Si hay en esta
un peguefio nfmero de linfocitos T sensibilizados y se adiciona

una cantidad de Ag especifico, se impide la migracién de macxf-—
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fagos fuera del tubo capilar. Las sreas de migracién celu-
lar son medidas, y se calcula el indice de migraci6n, el cual
indica indirectamente la cantidad producida de MIF (34, 93,

125).

Area de migracibn en presencia de Ag
Area de migracibén en ausencia de Ag

IM = Indice de Migracibén =

Para evaluar los efectos in vitro de ELD sobre la inhibi-
cibn de la migracibn de macr6fagos; poblaciones purificadas de
leucocitos no sensibilizados son incubadas bajo condiciones in-
dividuales de: medio de cultivo, antigeno, sustancia de prueba,

o, sustancia de prueba + antigeno.

Sustancia de prueba = Extracto de Leucocitos Dializable o

fraceiones de éste.

Un método indirecto puede ger también empleado: la sus-
pensiones celulares dé macr6fagos son incubadas con sobrenadan-
te libre de células obtenido de cultivo de linfocitos no sensi-
bilizados, estimulados con sustancia de prueba y/o Ag. (31, 93,

125) .

Mediante estas técnicas, es posible analizar, tanto efec-
tos Ag-independientes, Ag-Dependientes de FT, asi como también

su especificidad (124, 125). Para determinar actividad Ag-inde-
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pendiente, el siguiente fndice de migracién es calculado:

IM. = Area de migracién en presencia de sustancia de prueba

Area de migracién en presencia de medio de cultivo

Efectos Ag~Dependientes sobre la migracién de macré&fagos causados

por la sustancia de prueba, son indicados por el cociente: (124)

M = Area de migracifn en presencia de Ag + Sustancia de prueba

Area de migracifn en presencia de Ag.

4.~ Ensayo de la Formacib6n de Rosetas.~ Los linfocitos T, con
un gradoc de maduracibn, que les permite ser activos, presentan
en su membrana receptores para eritrocitos de carnero, por lo
que pueden unirse a éstos formando rosetas (34, 124). La deter-
hinacién de la formacibn de rosetas, es unc mis de los ensayos
in vitro empleados para medir actividad inmune celular y por

consiguiente adecuado en el estudio de FT. (34,81,119,124)

Una suspensibn celular en solucibfn salina balanceada de
Hanks, conteniendo eritrocitos de carnero estandarizado al 2%
y linfocitos purificados en una concentracibn de 4x106 células/ml,
suplementada con 10-25% de suero, es incubada a 37°C por apro-
ximadamente 5 minutos, seguida por centrifugacifn ligera para
aglutinar las células; dejé&ndose después toda la noche a 4°C.
Las c&lulas son suspendidad de nuevo y el nlimero absoluto de ro-
setas es contado en una cimara de Newbawer. Una roseta es contada

como un linfocito ligado a 3 o mis eritrocitos de carnero.
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B.- EFECTOS IN VIVO DE FACTOR DE TRANSFERENCIA.

Désde que el Factor de Transferencia fué& definido, como
un exttactolde leucocitos dializable, capaz de transferir hi-
persensibilidad retardada especifica, muchos debates han surgi-
do en torno a &ste. Mientras unos autores aseguran que FT trans-
fiere inmunidad celular especifica de donadores sensibilizados
a receptores no gensibilizados; otros consideran la posibilidad
de que el efecto de FT en la inmunidad celular es el de un in-
munopotenciador. Si el efecto de FT, ya sea el de transferir o
inmunopotenciar inmunidad celular, es especifico o inespecifico,
ha sido también controversial, aunque la mayoria de los hallaz-

gos han sido m&s compatibles con un mecanismo especifico.

1.- Transferencia especifica de hipersensibilidad retardada.~
Muchos investigadores han demostrado la facilidad de transferir
hipersensibilidad retardada en respuesta a una gran variedad de
antigenos bacterianos, f@ngicos y virales, por medio de FT. Han
postulado que las variables que gobiernan el é&xito de tal'trans-
ferencia son: la intensidad de la reaccifn cut&nea al antigeno
de prueba expresada por el donador de leucocitos y la dosis em-

pleada de extracto de leucocitos dializable. (34, 69, 70)

El papel de la dosis, es ilustrado por los datos obteni-

dos por Lawrence, de que 0.1 ml de ELD (B.leo6 c&lulas), fueron
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suficientes para la transferencia de sensibilidad a tubercu-
lina a cada uno de los receptores no inmunes. Sin embargo, con
0.05 ml (4.2 x 106 células) obtenido del mismo donador e in-
yectado a cada uno de los mismos receptores, no fue posible la
transferencia de sensibilidad.(69). En una transferencia simi-
lar de hipersensibilidad retardada a protefna de Estreptococo,
los resultados fueron similares a aquellos obtenidos usando tu-
berculina como antigeno (23). Ha sido demostrado también que
la sensibilidad por contacto a dinitrobenceno, puede ser trans-
ferida de sujetos normales activamente sensibilizados a otros
individuos normales a trav&s de la inyeccibn subcutinea de gran-

des volGmenes de leucocitos (5-8.4x108) (69).

De interés fueron los hallazgos de Lawrence (69), de que
donadores con pruebas cutdneas negativas a un Ag determinado no
transfieren sensibilidad para ese Ag, y que la transferencia de
hipersensibilidad es inmunolfgicamente especifica, adgquiriendo
el receptor, el perfil exacto e intensidad aproximada de las

reactividades cuténeas tardfas expresadas por el donador.

Good y colaboradores (69), en un estudio efectuado en pa-
cientes agammaglobulinémicos, transfirieron hipersensibilidad
retardada para toxoide diﬁtérico mediante ELD, obtenido de do-
nadores que presentaban reacciones cuténeas tardias a dicho Ag.

Los leucocitos de donadores que presentaban reacciones cut&neas
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contra globulina de caballo, transfirieron hipersensibilidad
retardada contra esa globulina a individuos normales (Martin y
Good. 69). gn un intento para demostrar la transferencia de in-
munidad celular con un antifgeno de polen, Becker y colaborado-
res (13) empleando leucocitos obtenidos de individuos sensibi-
lizados naturalmente a ese Ag, prepararon FT, el cual fue in-
yectado a individuos normales, desarrollando &stos una respues-
ta de hipersensibilidad retardada a tal Ag (13). Maurer, repor-
té que lisados de leucocitos de sangre periférica de donadores
con HR a Oxido de etileno, podian transferir reaccién cuténea

para ese compuesto a receptores no inmunes. (60)

En un estudio de pacientes con malignancia avanzada,
Hattler y Amos (69), estudiaron la transfe:encia de inmunidad
celular empleando para eilo suspensiones de linfocitos puros.
Loos donadores presentaron patrones variables de reactividades
positivas y negativas a: virus dg paperas, Trichophyton, C&ndi-
da, tuberculina e Histoplasmina. Los receptores del TF, quienes
eran uniformemente no reactivos a esa bateria de antigenos, ad-
quirieron solo las sensibilidades que poseian los donadores.
Los datos confirman una vez mds el hallazgo de una correlacibn
directa entre reaccibn expresada por el donador y la adquirida

por el receptor.
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Investigando la transferencia de inmunidad celular de
humanos a primates no humanos, Steel (108), selecciond un do-
nador de FT que tenfa una alta respuesta én piel a los antfge-
nos de Ca&ndida, toxoide tetinico, virus de paperas, coccidiol=
dina;. y no presentaba respuesta a los AntIgenos de histoplas-
mina y PPD (tabla 1). Dicho Factor de Transferencia fue inyec-
tado a 9 monos, los cuales fueron criados en un medio ambiente
libre de gérmenes y no presentaban reactividad a ninguno de los
antigenos en estudio. La transferencia de sensibilidad solo
ocurrid para aquellos antigenos a los cuales el donador de leu-
cocitos era sensible. 4 de 6 animales presentaron respuesta de
HR a C&ndida; 4 de 9 a toxoide teténico; 2 de 9 a virus de pa-
peras; 3 de 9 a coccidioidina, indicando estos datos que el
porcentaje de respuestas positivas fue de 39% (tabla 2). los
receptores no mostraron respuestas con antigenos para los cua-

les FT no era especifico.

Zuckerman y col. fueron capaces de transferir reactividad
cutdnea tardia al antigeno de Hemocianina de Lapa (HL) con fac-
tor de transferencia de un donador sensible a HL a 10 recepto-
res no inmunes. El donador también presentd reactividad a PPD,
y 8 de los 10 receptores obtuvieron respuesta a este Ag (60).
Otras dos preparaciones de FT, una de una donador con respues-
ta cutdnea negativa para HL y positiva para PPD; y la otra de
varios donadores de sensibilidad desconocida, fracasaron ambas

para transferir reactividad contra HL; pero los receptores de FT
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TABLA 1

DATOS INMUNOLOGICOS DE UN DONADOR DE FT-HUMANO

(Respuesta Cutfnea de Hipersensibilidad retardada)

Antigeno Respuesta Cutédnea?

Céndida ' 43 mm
Toxoide Tet&nico 19 mm
Virus de Paperés 17 mm
Coccidioidina 70 mm

a Expresada como mm de induracibn en 48 horas.

La tabla nos muestra la respuesta cut&nea de hiper~
sensibilidad retardada, por un donador a varios an-
tigenos. La reaccién se considerf positiva si el di&-
metro de induracibn fue mayor a 5 mm a las 48 horas.
(Steel, 108).
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especifico para PPFD desarrollaron reactividad a tuberculina
(60). En 1979, Burger y col. (17) estudiando las propiedades
estructurales de FT demostraron también la especificidad de
&ste en el fenSmeno de hipersensibilidad retardada. En los
experimentos de Burger, los donadoxes de leucocitos fueron in-
munizados por administracién intradérmica con HL; 4 senmanas

m&s tarde, la reactividad en piel en los donadores fué de 22-
25 mm de induracién a las 24 horas. El ELD o fracciones selec-
cionadas de &ste obtenidas por cromatografia, fueron inyectadas
subcutlneamente a receptores en quienes no se habfa determinado
la reactividad cutinea antes de la administracibn de FT, debido
a que la exposicibn al Ag podria constitulr una dosis primaria
del misw.S5e consideraron loa receptores sin reactividad a HL, ya
que 40 voluntarios normales no respondieron a &ste Ag, y, ade~
mis, ninguno de los receptores respondifé al Ag en un ensayo in
vitro de blastogénesis de linfocitos antes de recibir FT. 4 a
7 dias después de la administracién de FT, se les efectUS a los
receptores una prueba cutfnea, y el difmetro de induracién fue
de 14 + 3. Controles positivos incluyeron pruebas cutdneas

con Fitohemaglutinina en todos los receptores, asegurando asf,
la habilidad de &stos para desarrollar respuesta dérmica. Las
respuestas no fueron menores de 12 mm de induracibn. El Ag de
coccidioidina fue empleado como control negativo, s6lo 2 de 33
receptores tuvieron reaccidn positiva a coccidioidina. ¥Los re-

ceptores de ELD de donadores sin reactividad a HL no respondie-
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TABLA 2

PORCENTAJE DE RESPUESTAS POSITIVAS DE HR EN RECEPTORES

NO INMUNES DE FT~ESPECIFICO.

Antigeno NGmero de receptores que
*  mostraron regpuesta po-
sitiva/NGmero de recepto-
res estimulados.

Candida 4/6
Toxoide Tet&nico 4/9
Virus de Paperas 2/9
Coccidioidina 3/9
Total de respuestas positivas 13/33 (39%)

Se muestra el nGmero de receptores que obtuvieron res-
puesta positiva a varios antigenos después de la admi-
nistracién de FT-especifico, dividido entre el nfimero
total de receptores. Las respuestas cutfneas se consi-
deraron positivas cuando el difmetro de induraci6én fue
mayor o igual a 5 mm. (Steel, 108)
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ron al Ag. En es;e trabajo se empleS un Ag no microbiano,

el cual no se encuentra normalmente en la poblacibn de re=-
ceptores, esto permitid, la evasifn de una exposicibn pri-
maria, la cual deberfa ser requerida para seleccionar indi~-
viduos insensibles a antigenos microbianos. De esta manera,
se pudo relacionar mis claramente la reactividad d&rmica en
el receptor con la sensibilidad del donador. Los datos sopor-

tan el concepto de transferencia especifica para FT.

Burger y Vetto, buscando té&cnicas de preparacién de FT,
reportaron la transferencia especifica de HR. FT de donado-
res con reactividad cut&nea a coccidioidina, fué inyectado a
receptores sin reactividad dérmica detectable a este Ag. Todos
los receptores presentaron respuestas de HR a coccidioidina

{19), no respndiendo a otros antfgenos diferentes.

La transferencia especifica de inmunidad mediada por
células ha sido también observada en ciertas situaciones cli-
nicas, como, transfusiones sanguineas y trasplantes renales,
ya que en estos casos puede ocurrir un rechazo de las células
transfundidas por el h@esped inmunocompetente. Como un resul-
tado de este rechazo, hay lisis celular, con la subsecuente

liberacién de componentes celulzres, incluyendo a FT. (69)
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En la mayorfia de los experimentos en los que se ha
estudiado el efecto de FT sobre el fenbmeno de transferen-
cia de HR, se han empleado antfgenos ubicuos, tales como:
tuberculina, proteina de Estreptococo, toxoide diftérico,
c&ndida, etc. (60). Esto conduce a postular que la mayoria
de los receptores de FT han tenido un contacto con el Aqg,
previo a la administracidén de FT., Ha sido esta la base sobre
la cual varios investigadores, consideran la alternativa de
un papel inmunopotenciador para FT. Esta posibilidad ha lle-
vado a disenar ensayos controlados, que incluyen receptores no

inmunizados y preinmunizados.

En un estudio efectuado en cobayos, Welch y col, (122)
reportaron la necesidad de una inmunizacién previa para obser-
var el efecto de FT sobre la hipersensibilidad retardada. Los
donadores de leucocitos para tal estudio fueron seleccionados
por sus respuestas in vivo e in vitro para el Ag PPD. El1 FT
de donadores con diimetros de induracifn mayores a 5 mm a las
48 horas después de la exposicidn al Ag, fué considerado FT-
PPD positivo. Los individuos que no presentaron reaccitn fue-
ron donadores de FT-PPD negativo. El protocolo experimeptal es
resumido en la Tabla 3. Ochenta y ocho cobayos fueron dividi-
didos en dos grupos. Un grupo A, reclbib inyecciones de solu-
cibn salina, un segundo grupo B recibib inyecciones de PPD .
24 horas después, los animales no mostraron ninguna reactivi-

dad, 4 semanas m8s tarde, los grupos A y B fueron divididos en
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subgrupos, cada uno de los cuales fu& tratado por una de las

siguientes maneras:

a).~

b).-

c).-

a).-

e).—

).~

.

Ninguna Inoculacién,- Este subgrupo represent§ controles
para determinar si los animales presensibilizados produ-

cifan respuesta de HR 5 semanas después de la inmunizacién.

Inoculados con PPD.~ Para determinar si la segunda inyec-

cibn de Ag inducia HR, sin la adicién de FT.

FT-PPD negativo fué administrado, en ausencia del Ag es~-
pecifico. Este subgrupo represent® un control para deter-
minar si FP-PPD negativo podia producir por si solo HR a

tuberculina.

FT-PPD positivo fué administrado en ausencia de Ag espe-
cifico. Este grupo fué (itil para determinar si FT-PPD po-

sitivo producfia por sf mismo HR a tuberculina.

Inoculados con FT-PPD negativo y Ag especifico. Para de-

terminar si la adicién de Ag a FT-PPD negativo induce HR.

Inoculados con FT-PPD positivo y PPD. Para determinar si

la adicién de Ag especifico a FT-PPD positivo induce HR.



TABLA 3

PROTOCOIO EXPERIMENTAL PARA UN ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VIVO DZ FACTOR DE TRANSFZRINCIA, EN OOBAYOS.

GRUPO A . GRUPO B«
Sin Immmnizacifn Previa Previamente Irmunizados .
Salina® oo

§———{ Semanas

Ningunia peo® | Fr-peoPeC | prppped PO e Ninguna pep® Fr-pep? S ! pr-pmbPrd]  pppP 0P
- + Negativo | Positivo + + . Inocula- + Negativo Positivo + +
cifn Salina F{-PPD PI-PPD cidn Salina FI-PPD FI-FFD
Negativo Positivo ) Negativo Positivo
vq_.._... 1 Semana r‘-——l Sermana
rep? ppp?
Anyeccitn IntradSmica bmyeccibn Intramuscular

SpreppC Negativo,obtenido de un donador con reactividad negativa para PPD
PPD Positivo, obtenido de wn donador con rea.ctividad positjva para PPD

1a tabla muestra un dmgrama experimental para demostrar si upa inmunizacifn previa,es necesaria o né,; para el

efecto de FI' sobre la respuesta de HR, 38 cobayos fueron divididos en dos grupos, el A y cl B. El grupo A reci-~
bi8 inyecciones e solucidn salina antes de la administraciSn de Fr,0g 6 FT' + Ag: el B.fue immmnizado previamente
con Ag (PPD) . Estos grupos fueron divididos en subgrupos, cada uno de los cuales recibi® el tratamionto gue se indica.

. {Walch, 122)
. ’

ez
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Las reacciones de HR no oéurrierdn cuando los animales pre-
inmunizados y no inmunizados recibieron: solo Ag, FT-PPD po-
gsitivo o negativos solos, FT-PPD negativo”en presencia de Ag.
Los animales que no estaban presensibilizados no desarrollaron
respuestas de HR cuando se les administrS FT-PPD positivo y Ag
especifico. La HR fue transferida exitosamente a la mayorfa

de los animales preinmunizados que recibieron FT-PPD positivo
en presencia de Ag especifico. Los resultados sugieren que pa-
ra que FT induzca respuestas de HR, es necesario una preinmuni-
zacidn de los receptores con el Ag especifico, y adem8s, que

FT sea administrado junto con el Ag. Los autores proponen que
la preinmunizacidn es témbién importante en receptores humanos.
La observacién de que FT de donadores negativos a PPD no produ-
jo HR contra este antigeno afin cuando fu& administrado junto
con &ste, sugiere que FT no actub como un adyuvante no-especi-
fico en esos experimentos. El estudio plantea que FT act@la so-
bre especificidades latentes del receptor. Asi, la sensibilidad
demasiado baja a un antfgeno expresada por HR cuténea, puede
ser aumentada a un nivel demostrable de un modo especifico por
la inyeccitn de FT de un donador con prueba cutfinea positiva

para tal Ag.

La exposicidn previa al Ag puede explicar algunos de los
éxitos de FT sobre reactividades de HR en animales, por ejem—

plo, las ratas descritas por Liburd (73), las cuales presenta-
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ron reactividad a coccidioidina por la accibn de FT. Este
Ag es ubicuo para ratas que no son criadas en medio amblente

libre de gérmenes.

Un estudio similar al de Welch, fue reportado por Wilson
y col. (126) en el cual, cobayos preinmunizados con PPD fue-
ron inyectados con FT especifico para PPD, acompafiado del Ag
especifico. Subsecuentemente se les efectud una prueba cutd-
nea con Ag de PPD. Los animales mostraron resultados positivos
(7.5 mm de induracidn). Como controles, se incluyeron pruebas
cutdneas con antigenos no relacionados y ademds, administracio-
nes de FT de donadores sin reactividad a PPD. Menos de 1 mm de
induraciédn fué observado cuando cobayos preinmunizados con PPD
Yy que recibieron FT-PPD positivo en presencia de Ag especifico,
fueron probados con antigenos tales como, proteinas de estxrep-
tococo (Estreptocinasa-Estreptodornasa), histoplasmina y cocci-

dioidina. FT-PPD negativo, no transfiri6 HR contra PPD.

En general, los casos de pacientes tratados con FT, quie-
nes presentan una infeccibn con un Ag determinado y muestran in-
munidad dafiada hacia dicho antigeno, pueden considerarse como
clirxcunstancias en.las cuales existe una preinmunizacidn, es de-
cir, que hay contacto del huésped con el antigeno antes de
la administracién de FT. Kirkpatrick, (59) reportS gue 21 de

23 pacientes con candidiasis mucocuténea, desarrollaron hiper-
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sensibilidad reta;dada a c&ndida,'después de recibir PT de
donadores sensiblés a candida. En un estudio efectuado en 7
pacientes con leishmaniasis cutdnea, los cuales no presenta-
ban reactividad de HR al Ag de Leishmania, fueron tratados
con ELD de donadores con reactividad positiva para ese Ag. 4
de 7 receptores obtuvieron respuesta cut&nea Ag-especifica,
después de la administracibén de ELD. Los difmetros de indura-

cibn estuvieron en el rango de 7 a 12 mm (30).

Catanzaro y col. (24), en un caso de histoplasmosis, em-
pleando terapia con FT de donadores con reaccibn positiva a
histoplasmina, reportaron que después de la administracifn de
éste, la respuesta a histoplasmina en el paciente tuvo una con-
versidn de negativa a positiva. En adicibn, el paciente mostré
reactividad a antigenos que no estaban relacionados con la sen-
sibilidad del donador. Este reporte representa uno de los po-
cos estudios in vivo que sugiere que FT no solo actia en forma
especifica, sino también de manera inespecifica en el fenbmeno

de transferencia de HR.

En un estudio reciente, Gottlieb y Sutcliffe (40), mos-
traron que una fracci6n purificada de ELD intensificaba la res-~
puesta de HR cuando era inyectada intrad&rmicamente junto con
un Ag para el cual el receptor era ligeramente sensible. Los

resultados también demostraron que el efecto de tales fraccio~
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nes fué Ag-dependiente pero no Ag-especifico, ya que la reac~
cibn de amplificacién ocurrid independientemente de que el do-
nador de leucocitos presentara o nd sensibilidad al Ag de prue-

ba.

Ha resultado dificil establecer la manera por la cual el
ELD induce HR. Seguramente en este dializado existen muchas mo-
lécuias diferentes, y cada una de ellas contribuye de manera
distinta para desencadenar la reacci6n. Probablemente, unos
tienen la funcifn de transferir, mientras que otros se encargan
de amplificar una sensibilidad ya existente. Un correcto frac-
cionamiente asi como el conocimiento de la naturaleza quimica
de ELD, contribuir&n en mucho para‘descifrar el mecanismo de
los efectos de FT en la Hipersensibilidad Retardada. Asi tam-
bién para poder atribuirle a FT un caricter especifico o ines-
pecifico, es necesario la descripcién de un ensayo, en el cual,
experimentos cruzados puedan realizarse, es decir, empleando
preparaciones de donadores con reactividad cutfnea exclusiva-
mente positiva para el Ag A y negativa para el Ag B; y otra pre-
paracién con reactividad negativa para A pero positiva para B,
las cuales sean administradas a receptores no inmunizados. Esto
no ha sido fdcil de lograr, debido a que para ello, es necesario
el empleo de antigenos que no sean ubicuos en el medioc ambiente,
tales como, simples compuestos quimicos. Desafortunadamente la
transferencia con estos compuestos no ha tenido mucho éxito.

Sin embargo, algunos investigadores lo han intentado.
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Good y col. (69) lograron ﬁransferir sensibilidad por
contacto a dinitrofluorohenceno (DNFB) de“donadores normales
sensibilizados a receptores no sensibilizados. Epstein y
Kligman (69), reportaron sobre el éxito de la transferencia
a tres compuestos quimicos: pentadecilcatecol (PDC), p-nitro-
sodimetilanilina (NDMA) y dinitroclorobenceno (DNCB)}. La
transferencia de sensibilidad a PDC parecib m&s f&cil que pa-
ra NDMA o DNCB. Dicha sensibilidad a PDC fué& reportada exito-
samente en 17 de 19 intentos. La transferencia de sensibilidad
fue sistémica y persisti6 de 5 a m&s de 14 meses en 5 recep-
tores. Brandriss (21), usando preparaciones de FT obtenido de
donadores sensibilizados a DNCB, logr6 transferir una débil
reaccibn de HR en 2 de 8 receptores. Arala-Ch&vez y Pinto (7),
también intentaron la transferencia de sensibilidad a DNCB con
lisados de leucocitos, pero ninguno de sus receptores desarro-
116 reactividad. Epstein y Byers,. reportaron otro intento de
transferencia de HR a fluoruro de Berilio (60). Una cuestién
central en su estudio, fué el hecho de que la sensibilizacifn
con FT solo ocurrif en personas quienes habfan sido presensibi-
lizadas con el Ag. Ninguno de los 20 sujetos quienes recibieron
repetidas dosis de fluoruro de berilio, sin la administracién
de FT, obtuvieron reactividad. Los 14 sujetos estimulados con
FT, pero que no recibieron ninguna inmunizacibén previa, no obtu-
vieron reactividad. 14 de 38 receptores, quienes fueron repeti-
damente expuestos a sales de Berilio y que recibieron en pre-

Bencia de Ag especifico, FT de donadores sensibles, desarrollaron
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reactividad contra fluoruro de Bérilio. El estado de sensibi-
lidad parecib serrtransitorio; 12 recepto?es presentaron reac-
tividad una semana después de la administracién de FT, pero
solo 4 permanecieron sensibles semanas m&s tarde. En el disefic
experimental, no se incluyf ningGn grupo que recibiera FT de
donadores insensibles a Berilio; si esto se hubiera considera-
do vy tales receptores no obtenian reactividad, una fuerte evi-
dencia para especificidad de FT se habria obtenido, ademis de
la comprobacifn del requerimiento de una preinmunizacibn para

la transferencia de HR con FT.

Es posible que la sensibilidad a dichos compuestos quimi~-
cos esté regida genéticamente. En tal caso, esto representarfa
una limitante para el estudio de la especificidad de FT. No
obstahte, un medelo que ha arglifdo una especificidad indiscuti-
ble para el efecto de FT, es el representado por el rechazo de
injertos, en el cual se ha demostrado, que la transferencia de
HR hacia un ;njerto por medio de FT, no es posible si el dona-
dor de leucocitos no ha sido inmunizado previamente con las cé&-

lulas del injexto,

El poder transferir Hipersensibilidad Retardada de un in-
dividuo a otro, a través de extracto de leucocitos, indica que
tal extracto no contiene antigenos asociados al CMH (106).
Dicha transferencia ha sido posible no solo entre individuos de

la misma especie, sino también entre diferentes especles. La
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transferencia in vivo de HR de humanos a primates no humanos
ha sido lograda por Maddison y col., (76) empleando FT; la con-
versifn de negativa a positiva de la reaccién inmune celular a

Schistosoma mansoni y a cuatro especies de Mycobacterium fué

evidente. Burger (96), ha reportado la transferencia de reac-
tividad de cobayos a conejos a través de ELD. Welch y col.

(122) describieron que la administracién de FT humano a cobayos,
resultaba en una transferencia de HR a un antigeno especifico.
Estudios por Kleisus (63), Wilson (80) y Fudenberg (106) han
mostrado que extractos dializables de n6dulos linfiticos de bovi-
nos ilnmunes transfieren HR a humanos, conejos, perros, monos y

ratones.

En un estudio efectuado por Etchberg y col. se evalub la
capacidad de tres especies de primates para desarrollar HR,des-
pués de la administracién de FT de donadores humanos sensibili-
zados o bien de FT de babuinos inmunes. Los primates incluyeron:

babuinos (Papio cynocephalus); monos cebls (Cebus albifrons)

¥ ' monos de América del Sur (Saguinus oedipus). Estas especies

fueron seleccionadas porque exhiben diferencias en susceptibili-
dades a agentes infecciosos y oncogénicos, asi como también de-
muestran competencia inmune celular variante, Las respuestas
'inmunoldgicas de babuinos son relativamente normales, las ae mo-
nos cebfis, intermedias, y las de los monos de Mmérica del Sur son

deficientes; todas ellas en comparacién con las de humanos. La
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transferencia de HR, se légr& tanto con FT humano como con

FT de babuino, no encontréndose diferencias significantes
entre las tres especies. Las respuestas usando FT de babui-
no no fueron tan extraordinarias como aquellas observadas si-
guiendo la administracién de FT-humano. Esta diferencia pudo
haberse debido a que los donadores de FT-humano, fueron selec-
cionados sobre la base de presentar extraordinaria reactividad
en piel a los antigenos de prueba, en cambio en el caso de los
donadores babuinos, menos de la mitad de ellos tuvo reaccibn

positiva densa.

Bouchix y col. reportaron el &xito de la transferencia
in vivo de dinmunidad celular al antfgeno de Hemocianina de Lapa,
en humanos con cdncer, después de administrarles ELD de cé&lulas

de bazo de ratas adultas inmunes a HL (69).

2.~ Otros Efectos in vivo.- Algunos investigadores han demos-
trado que ELD tiene efectos sobre el Sistema Reticulo Endotelial
de los receptores (47, 124). Después de la administracidn de
ELD a ratones, el bazo de &stos presenta un decremento en su
peso, comparado con el de animales controles inyectados con so-
lucidn salina fisiolbgica. Una alteracidn en la apariencia del
bazo es tambi&n notada después del tratamiento con ELD, apre-
ciindose la existencia de n6dulos linfoides y de una desorgani-

zacién general de la estructura esplénica. Ha habido evidencia



- 37 -

de que estos cambios detectados en el tejido linfoide, son
diferentes a los efectos notados despufs de la inyeccibn de
Ag. (124) Esto sugiere gque la actividad ée ELD, no es el re-
sultado de material antigénico que pudiera estar contenido en
éste. La observacién de que ELD produce cambios moxfolbgicos
y funcionales en el tejido esplénico de los receptores, propo-
ne que el ELD tiene un efecto inmune regulatorio,. ademds de la

capacidad de transferir Hipersensibilidad Retardada.

C.- EFECTOS IN VITRO DE FACTOR DE TRANSFERENCIA CONTENIDO EN

EL ELD.

Varios ensayos in vitro han surgido con el propbsito de
estudiar por medio de ellos, el mecanismo por el cual FT trans-
fiere inmunidad celular. Tales estudios han otorgado informa-

cibén pertinente de la actividad in vitro de FT.

1.- Efectos sobre la migracifén de Macr6fagos.~ Por medio del
~ ensayo de Inhibicibén de la Migracibén de Macr6fagos (MMI), se ha
demostrado que el Factor de Transferencia, tiene efectos sobre
la migracibén de &stas cé&lulas. Muchos estudios han demostrado
que FT aumenta la inhibicibn de la migracibén de las mismas, ar-
gumentando que tal efecto se debe a que FT confiere habilidad a

log linfocitos para producir Factor Inhibidor de la migracién de
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Macréfagos (MIF) (80, 93, 124). Sin embargo se ha contempla-
do también la posibilidad de que, en el ELD existan éomponen-
tes, los cuales inhiben directamente a los macr&fagos (124,
125). Por otro lado, un aumento en la migracién de macréfagos

es otro efecto de FT que también ha sido reportado. (80, 124).

Paque (69) reportd que cuando linfocitos humanos no sen-
sibilizados a histoplasmina eran incubados .en presencia de
antigeno especifico con ELD preparado de donadores sensibles
a histoplasmina; el sobrenadante del cultivo contenia un mate-
rial, el cual inhibia la migracién de macréfagos normales de co-
bayo, sugiriendo ési, que el extracto de leucocitos, habia es-
timulado de un modo Ag-especifico a los linfocitos no sensibi-

lizados para que produjeran MIF.

Gregory B. Wilson y T. Newell, estudiando los efectos in
vitro de extractos dializables de leucocitos de bovinos, sobre
la inmunidad mediada por c&lulas en humanos, emplearon el ensa-
yo de Inhibicibn de la Migracidn de Macr6fagos (124). Usaron
dos preparaciones de ELD obtenidas de donadores bovinos gque
presgntaban sensibilidad cutdnea al antigeno PPD (preparacio-
nes ELD-PPD positivas); y otra de donadores sin reactividad a
este Ag. (preparaciones ELD-PPD negativas). ILos lotes fueron
empleados a cuatro diferentes concentraciones. Dos efectos de

tales extractos sobre la inmunidad celular in vitro fueron con-
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siderados:
a) .~ Efectos Ag-Independientes

b) .- Efectos Ag=-Dependientes

Para determinar efectos Ag-~Independientes, poblaciones
de leucocitos no sensibilizados fueron incubadas directamente
con preparaciones de ELD-PPD positivas o negativas, en ausen-
cia de Ag. Los valores de los fndices de migracifén indicaron

los efectos Ag-independientes de ELD.

. Area de migracibn en presencia de ELD

Indice de Migracién = IMA
Area de migracibn en presencia de
medio de cultivo.

Tanto preparaciones ELD-PPD positivas como negativas,
cuando fueron usadas a bajas concentraciones, produjeron un
significante aumento Ag~independiente de la migracifn de macré-

fagos (1M, > 1.10) (Tabla 4).

Para determinar efectos Ag-Dependientes, los leucocitos
no sensibilizados, fueron incubados con ELD-PPD positivo o bien,

con ELD-PPD negativo, en presencia de Ag.

Las preparaciones de ELD-PPD positivas, produjeron una
inhibicidn de la migracién de leucocitos Ag-dependiente. Tal
efecto fué demostrado por los valores de los indices de migra-

cibn. (IMB < 0.9 y que IMA) {Tabla 4)



TABLA 4

EFECTOS DE EXTRACTOS DE LEUCOCITOS DIALIZABLES DE BOVRMO (ELD~B} SOBRE LA MIGRACION DE
MACFOFACDS HUMANDS .

Lots da Reactividad dal  Resctivdad de Indice do migracifn cuando los leucocitos scn
r0-B bovino a PPD Leucocitos hu~ incubados con EID. (14, / Ty1°
mnos a PPD
(o) c < c <
40 ul 30 uy 20 ul 10 ul
0.87 £ 0.04 0.93 + 0.05 1.01 + 0.08 1.22 + 0.15°
1 rositivo 0.97 ¢ G.02 3 3
0,72 + 0.08 0.73 # 0.09 0.84 +0.08°  0.95 ~ 0.06
. 0.90 + 0.05 1.01 » 1,03 1.02 # 0.03 1.15 + 0.03°
2 Fositivo 0.93 & 0.03
069 +0.08  0.76+0.029 0.9 +0.06 00 2007
0.79 + 0.10 0.92 * 0.04 1.01 +0.08 121 + 0.11°
3 Negativo 0.97 + 0.02
0.80 + 0,11 0.97 + 0.02 0.97 + 0.12 1.00 *+ 0.06
0.85 + 0,06 0.92 + 0,02 0.95 + 0,05 1.4 + 0.04°%
4 Negativo 0.93 + 0,03
0.88 + 0.05 1.01 + 0.02 1.05 + 0.04 1.69 + 0.14

Indice de Migracidn = 2ed de migraciba en presencia de
Arca da migracidn en medio de cultivo

i ?’0.9, indica que los leucocitos mo responden a PPD
Boy, |, caloulade cuando los leucocitos son incubados wlo con ELD
nln,@alculubmmﬂolos leucocitos son incubados con ELD y PPD
© Microlitros de EID por 100 microlitros do medio de cultivo
@ Innubicisn significanta do 1a miqracin, 4 <IM (Efecto Aj-Dependienta)
® ammto slgnificante do la migraciSn., 14> 1.10 (Efecto Ag-Incependiente)
La tabla mxstra los valores de los diferentes Indices de Migracidn, obtenidos cuando leucocitos mo

sensibilizados se incubaron en prescncia do Ay (M), EID (D‘l,\l, Bn+m (IHB). Los datos manifiestan
efectos Ag-Dependientes y Ag-Independlentes de EID schre la migraciSn de macréfagos. (Wilson,124).
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Area de migracibn én presencia de ELD + Ag

IM, =
B Area de migracién en presencia de Ag

Tal efecto no fué producido por las preparaciones ELD~
PPD negativas, asi como también, fu#& evadido cuando antigenos
diferentes fueron empleados. Lo cual sugiere que el efecto

'Ag-dependiente es tambi&n Ag-especifico.

En este estudio se consideré la posibilidad de que el
efecto Ag-Dependiente de ELD, de inhibir la migracién de macré-~
fagos, fuera el resultado de la liberacidn de MIF por parte de
los linfocitos estimulados con ELD. Con el prop6sito de acep=-
tar o rechazar esta hipbdtesis, otros dos experimentos fueron

diseniados:

a) .~ Suspensiones de macrbfagos fueron incubadas con ELD-PPD
positivo en presencia o ausencia de PPD.

Con concentraciones bajas de ELD, se obtuvo nuevamente
un aumento Ag-~independiente de la migracién de macr6fagos. La

inhibicibén de la migracién Ag-Dependiente no fué notada.

b).~ Los macr6fagos fueron incubadas con sobrenadante de cul-
tivos de linfocitos estimulados con ELD-PPD positivo y PPD.
Una significante Inhibicifbn de la Migraci6n Ag~dependien-

te fué producida.
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Los resultados de este estudio, demuestran dos acti-

vidades de ELD:

1°.~ ELD es quimiocinético para Macr6fagos, ya que produce un
aumento Ag-independiente de la migracién, cuando es usado a
bajas concentraciones. Tal efecto fué causado por componentes

de ELD que actfian directamente sobre macr6fagos.

2°,= Una inhibicién de la migracién de macr6fagos fu& también
promovida por ELD, y se comprobd que el componente de ELD que
es responsable de este efecto, actfia sobre linfocitos, confi-
riéndole a &stos la habilidad de producir MIF. Evidencias de
que MIF fue el mediador involucrado en la Inhibicibn de la Mi-
graci®n de Macréfagos, se derivan del hecho de que, para el pro-
ceso de liberacitn de MIF, los linfocitos sensibilizados deben
estar en presencia del Ag-especifico, y en estos experimentos
fue necesaria la adicién de Ag-~especifico a los cultivos ae leu-
cocitos estimulados con ELD, para apreciar la inhibici6n de la

migracibn de macrb6fagos.

Un trabajo presentado por Wilson y Smith (125), reporta
la existencia de un componente en ELD, el cual causa una inhi-
bicibén no citotéxica de la migracién de macr6fagos humanos. De-
muestran que el efecto no fué dependiente de la presencia de Ag,

y por lo tanto, no indujo la liberacibn de MIF. La inhibicibn
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de la migracifn de macréfagos Ag-independiente fué promovi-

da por la accifn directa de un componente de ELD sobre ma-
crx8fagos. Estos autores describieron que tal componente es
similar a un factor reportado por Goetzl (36), el cual, inhi-
be el movimiento de neutr&filos (NIF: Factor Inmovilizante de
Neutrdfilos), y estd presente en extractos acidos’de leucbci-
tos, siendo tambi&n liberado de polimorfonucleares fagociticos.
Dicho factor (NIF), inhibe tanto la migracifén asi como la qui-

miot&xls de polimorfonucleares.

El componente en ELD que causa inhibici6n de la migracién
de macr6fagos y NIF, presentan propledades idénticas, entre
ellas, peso molecular, susceptibilidad enzimftica y actividad
biol6gica (Tabla 5). La demostracifn de la existencia en ELD
de componentes que afectan inespecificamente la inmunidad celu~
lar, asf{ como estudios de la caracterizacién de éstos, contri-
buyen para el conocimiento del mecanismo por el cual, ELD indu-

ce respuestas celulares.

Dunnick y Burger (31), estudiando aspectos de la caracte-
rizaciébn de FT de cobayos, describieron una actividad Ag-~depen-
diente de tal factor sobre la migracién de macrbfagos. El efec-
to fué ademas, dependiente de la inmunidad del donador. Las
preparacicnes de FT fueron obtenidas de cobayos inmunizados con

Ovalbtimina o con copolimeros de Acido Glutdmico-Tirosina, con-
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TABLA 5§

COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DE UN FACTOR INMOVILIZANTE
DE NEUTROFILOS (NIF) Y LAS DE ELD CON ACTIVIDAD INHIBITORIA
Ag-INDEPENDIENTE SOBRE LA MIGRACION DE MACROFAFOS.

PROPTEDAD

NIF

ED

Peso moleculara

10 000 -15 000

10 000-15 000

Estabilidad térmica

Estable a 56°C
30 minutos

Actividad destruida
a 80°C
30 minutos

Parcialmente inacti-~
tivado a 56°C
30 minutos

Actividad destruida
a 80°C
30 minutos.,

Sensibilidad
Enzimdtica:

Quimiotripsina

Tripsina

Pronasa

Actividad destrufida

Actividad parcialmente
destrufda

Actividad destruida

Actividad destruida

Actividad parcialmen-
te destruida.

Actividad destruida

Inhibicién no cito~

tfxcia de polimorfo-

nucleares

st

st

a.- Expresado en Daltons.

Ios datos muestran la similitud entre un componente de EID que pramseve inhi-
bicifn de la migracién de macrtfagos Ag-independientes y un Factor inmovili-
zante de Neutr6filos liberado de polimorfonucleares fagociticos. (Wilson y

Swith, 125).
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tando asi, con FT especifico para Ovalbfimina (FT-OV positivo)

y FT-Glut&mico~Tirosina especifico (FT-GT positivo). Una in-
hibici8n de la migracién de macrbfagos ocurrid cuando leucoci-
tos no inmunes fueron incubados con FT-OV positivo adicionado
de OvalbGmina, o bien, con FT-GT positivo en presencia del co-
polimero Glut&mico-Tirosina. En ausencia de Ag, no ocurrié in-
hibicibn de la migracibn, asf{ como también cuando, las fraccio-
nes purificadas de ELD fueron incubadas con un Ag para el cual

no eran especificas.

Experimentos realizados por Siriani y Fiorilli, también
confirman que ELD induce la inhibicifSn de la migracién de macr&-
fagos, y que tal efecto es Ag-dependiente y especifico. Reportan
ademds otros efectos de ELD sobre la migracibfn de macr&fagos,
los cuales son consecuencia de la concentracibn del extracto
(101) . Individuos inmunes a Citomegalovirus y cdndida, fueron
donadores de ELD. ELD especifico para citomegalovirus, causd
una inhibicibn de la migracidn de macr6fagos cuando este Ag
fué adicionado al sistema. El mismo efecto fu& observado, si
los leucocitos exran incubados con ELD-~céndida especifico, en
presencia de cdndida. Altas concentraciones del extracto de leu-
cocitos, provocaron una inhibicibén Ag-~independiente y no espe-
cifica de la migracidn de macréfagos, tal efecto fué consecuen-

cia de una accibn citotdxica.
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Sargent y Salomon, estudiaron en el ensayo de inhibi-
cién de la migracién de macréfagos, los efectos de FT. Pre~
paraciones de FT de cobayos sensibles e i;sensibles a tuber-
culina fueron empleados. El disefio experimental consisti8 en
emplear c&lulas insensibilizadas de cobayo para ser incubadas,
ya sea con FT-tuberculina positivo 6 FT-tuberculina negativo,
en presencia o ausencia de Ag. Los resultados fueron compati-
bles con un efecto Ag-dependiente y especifico, es decir, una
inhibicidn de la migracidn de macr6fagos fué observada solo
cuando las c&lulas insensibilizadas fueron incubadas con FT-tu-
berculina positivo en presencia de tuberculina; no ocurriendo
egte efecto en ausencia de Ag y cuando preparaciones de FT-tu-
berculina negativo fueron empleadas. (93) Los datos sugieren
que PT operd seg@n el mecanismo, por el cual, los linfocitos
son estimulados para producir MIF, ya que el efecto fué Ag-de-~
pendiente y especifico. Por otra parte, los autores también
estudiaron los efectos de FT sobre células sensibilizadas.(70).
Una obvia inhibicifn de la migracidn ocurrif cuando las células
sensibilizadas fueron incubadas con el antigeno especifico. Una
leve respuesta ocurrid cuando las c&lulas se incubaron con FT-
tuberculina positivo'en ausencia de Ag; pero en presencia de
&ste, una significante inhibicién de la migracibn fue observada;
mayor que cuando la incubacién fue solo con Ag. De acuerdo con
los resultados, sevpostulé que FT amplifica respuestas de linfo-
citos sensibilizados, operando de una manera especifica, ademis,
de su efecto Ag dependiente especf{fico sobre poblaciones de cé-

lulas no inmunes.
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Un efecto de FT Ag—éependiente especifico, sobre la mi~
gracibén de macrbfagos, fue tambié&n demostrado por Wilson y
Welch (126), haciendo &nfasis en la especificidad del efecto.
Emplearon cuatro preparaciones de FT de diferente especifici-
dad a los antigenos: PPD y coccidioidina (dos lotes de FT de
donadores sensibles a PPD; uno de un donador insensible a PPD
y el otro de un donador sensible a coccidioidina pero insensi-
ble a PPD). Tres de las preparaciones de FT, las dos de dona-
dores sensibles a PPD (FT-PPD positivo) y la otra del donador
insensible a este Ag (FT-PPD negativo), no indujeron inhibicibn
de la migracibn de macrb6fagos en ausencia de PPD; pero cuando v
este Ag fué adicionado a los sistemas que contenian preparacio-
nes de ET-~-PPD positivo, se produjo significante inhibicibn de
la migraciébn de macrbfagos. La adicidn de PPD al sistema con
FT-PPD negativo, no provocd tal efecto. FT especifico para cocci-
dioidina, pero inespecifico para PPD, caus6 inhibicién de la
migracién cuando coccidioidina estuvo presente, pero no cuando

PPD fue empleado. (Tabla 6).

Cuando los lotes de FT-PPD positivos, fueron fraccionados,
se obtuvo solo una fraccifn con actividad inhibitoria especi-
fica y Ag-dependiente sobre la migraci6én de macrbéfagos. Otra
de las fracciones, a concentraciones elevadas, indujo inhibi-
cifn de la migracién de macrbfagos, pero tal efecto no fue nota-

do cuando se incubb a una concentracibn menor en presencia de
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TABLA 6

INHIBICION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS PRODUCIDA POR FT.

Iote de FT Antigeno Indice de Migracién

" v—

o nf Decremento

(?)

b

FI-PPD Positivo PPD 0.90 0.69 23
FIVPPD Positivo PPD 0.95 0.77 19
FI-PPD Negativo PPD 0.91 ¢.92 ' +1
FI-Coccidioidina

positivo Coccidioidina 0.86 0.72 16
PPD-Negativo

FI-Coccidioidina

positivo FPD 0.94 0.94 0.0
PPD~Negativo

8 155 diferentes Indices de Migraci6n se calcularon camo sigue:

- Area de migracin en presencia de FT solo
Area de migracidn en presencia de Ag solo

- Area de migracifn en presencia de FT + Ag
mB Area de migracidn en presencia de Ag

™ » 0.90, indica que no existe actividad

b El porcentaje del decremento es calculado por la fommula:

1- Ed—.i x 100
0,

1os datos de la tabla muestran un efecto especifico i&g—dependimbe de EID

scbre la inhibicifn de la migracidén de macrbfagos. (Wilson y Welch, 126).
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PPD. Esto sugiere que un material téxico para macré6fagos
puede estar incluido en esta fraccién, o bien, que esta pue-

de tener un efecto adyuvante Ag-independiente.

En el estudio de los efectos de ELD sobre MMI influyen
varios factores para la interpretacibn de los resultados, ta-
les como, disefio experimental; fracciones usadas de ELD; asf
como técnicas empleadas en la preparacidén de &ste. Diversas
actividades han sido detectadas, debido a la intensa variacidn
en estos parémetros, Sin embargo, el efecto in vitro Ag-depen-
diente especifico de ELD ha sido atribufdo al componente res-
ponsable de la transferencia de hipersensibilidad retardada in
vivo y los componentes responsables de los otros efectos han que-
dado excluidos del concepto de FT. La mayoria de las investiga~
ciones aceptan la hipbtesis, de que ELD induce la Inhibicién de
la Migracibn de Macr6fagos estimulando a los linfocitos para

producir MIF.

2.~ Efectos sobre la Blastogénesis de Linfocitos.- Otro de
los efectos in vitro de ELD ha sido detectado a través del en-

sayo de blastogénesis de linfocitos.

Cuando lifnocitos sensibilizados, se ponen en contacto
con el antigeno especifico, se produce el fendmeno de Blastogé-
nesis. Ha sido demostrado que el ELD, induce la blastogénesis

de células no sensibilizadas cuando &stas son expuestas a un Ag.
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Si este efecto de'ELD es especifico o inespecifico y si es

una actividad de Factor de Transferencia,.ha permanecido con-
troversial. Varios investigadores han indicado que tal acti-
vidad es debida a componentes inespecificos contenidos en ELD,
los cuales son distinguibles del componente responsable de la
transferencia especifica de Hipersensibilidad retardada. Otros

autores afirman lo contrario.

La esgpecificidad de la actividad de ELD de inducir blas-
togénesis de linfocitos, ha sido reportada §or Steel y col.
(108). Como receptores de ELD, emplearon monos que presentaban
reaccibén negativa a varios antfgenos en el ensayo in vitro de
blastogénesis antes de la administracién de ELD (mostraban in-
dices blastogénicos bajos). Un donador de leucocitos de la mis-
ma especie, tuvo una alta respuesta blastogénica a los antige-
nos: cdndida, toxoide tetdnico, virus de paperas, virus Herpes
Simplex I y cocqidioidina; mientras que sus respuestas a PPD e
histoplasmina fueron negativas. Después de que lgs receptores
fueron inoculados con ELD, sus linfocitos se cultivaron en presen
ciade cada uno de los antigenos de prueba. Una gran presencia de
blastos ocurrid en aquellos cultivos que fueron incub;dos con
los antigenos para los cuales ELD era especifico. Cultivos in-
cubados con PPD o con Histoplasmina (antigenosipara los cuales
ELD no era especifico), presentaron respuestas negativas en el
ensayo in vitro de blastogénesis. Los resultados muestran un

efecto especifico de ELD sobre este ensayo. Pruebas cutfineas de
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las en los receptores con el propSsito de
1c16n entre reactividad de blastogénesis
ldad cutfnea. El 91% de las respuestas po-
ron compatibles con las respuestas in vi-
» una correlacibn entre los componentes de
1s actividades.

L. (69), han también adaptado el ensayo de

linfocitos al estudio de los efectos de PT

aron cultivos de linfocitos, tanto de indi-~
ios a tuberculina, como de individuos no
ste Ag. Encontraron que la adicién de FT
to sobre ambas pcblaciones de cé&lulas. Cuan-

sspecifico y tuberculina, fueron adicionados

las no sensibilizadas, éstas respondieron
ci6n de linfocitos. FT-tuberculina negativo,
5n de tuberculina, no tuvo efecto sobre cé&lu-
das; perc parecid inhibir la transformacién

lizadas. Finalmente, un reforzamiento en la

transformacibn de

linfocitos fué observado cuando FT-tuberculi-

na positivo y tuberculina fueron adicionados a poblaciones de

células sensibilizadas.

man gque FT estimul
citos. La presenci
cificamente la bla

transformacidn de

Los resultados de este estudio confir-

a especificamente la blastogénesis de linfo-
a de ELD de un componente que inhibe inespe-
stogénesis, es también sugerida, ya que la

las c8lulas sensibles en presencia de Ag fud
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inhibida cuando se adicionS al cultivo ELD-inespecifico.

Lawrence y Valentine (69) demostrar;n una actividad in-
munol&égica especifica para FT, en el ensayo de blastogénesis,
y establecieron una relacibn entre esta actividad y la transfe~-
rencia in vivo de HR. FT preparado de leucocitos de un donador
sensible a tuberculina pero no sensibilizado a toxoide diftéri-
co fué incubado con linfocitos obtenidos de un individuo con
reacciones negativas a esos antigenos. Este individuo fue més
tarde receptor de FT in vivo. La transformacién de blastos de
los linfocitos no sensibilizados ocurrib solo en aquellos culti-
vos conteniendo FT y tuberculina, pero no en los cultivoes de
linfocitos en los cuales habian sido adicionados FT y toxoide
diftérico o bien Ag solos o FT solo. El mismo dializade tuber-
culina;positivo, toxoide diftérico negativo, fue inyectado en
el individuo insensible a los dos antfgenos, de quien los linfo-
citos habfan sido obtenidos para el estudio in vitro, resﬁltando
una marcada transferencia de sensibilidad a tuberxculina in vivo,
demostrada por una reaccibén positiva de HR. Mientras que la
reaccién de toxcide diftérico permanecid negativa. Después de
la transferencia in vivo, linfocitos obtenidos del mismo indivi-
duo, sufrieron transformacibn blastoide cuando fueron cultivados
en presencia de tuberculina, pero no cuando el toxoide diftéri=~
co fue adicionado. Estos resultados sugieren que tanto en el en-
sayo 1n vitro como in vivo, los linfocitos son sensibilizados,
induciéndolos a responder solo al Ag para el cual dicho extracto

es especifico.



- 53 -

Aschexr y Andron (9), han indicado que el efecto in
vitro de ELD sobre la transformacibn de linfocitos, es inde-~-
pendiente dg la especificidad del donador. Sus donadores de
leucocitos, presentaron espectros variados de reactividad en
el ensayo de blastogénesis para los siguientes antigenos: PPD
y SK-SD (protelnas de estreptococo), de tal manera que se ob-
tuvieron lotes de ELD los cuales eran especificos para PPD e
inespecificos para SK-SD y viceversa. Resultados como estos
fueron encontrados: respuestas positivas de transfoxmacién de
linfocitos se observaron cuando células no inmunes fueron incu-
badas con un lote determinado de ELD, en presencia ya sea de Ag
egpecifico o inespecifico; no habiendo distincifén entre estas
respuestas. La sensibilidad transfereida a las cé&lulas no in-
munes no fué equivalente al grado de sensibilidad del donador
de ELD. Se concluyb que no hubo ninguna relacibn entre la res-
puesta de blastogénesis de células no inmunes incubadas con ELD
y las sensibilidades de los donadores de &ste, y que por lo tan-
to, el ELD, aumenta la transformacifén blastoide de manera ines-

pecifica.

Los hallazgos descritos por Basten y Croft (11), también
indican que FT aumenta la transformacibn de linfocitos inespe-~
ci{ficamente., Para su estudio emplearon un modelo murino. Rato=-
nes sensibilizados y no sensibilizados con DNFB (dinitrofluoro-

benceno) fueron donadores de ELD. Receptores murinos que no pre-
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sentaban reactividad a ese Ag fueron inoculados con ELD
especifico o inespecifico para DNFB. C&lulas de esos recep~
tores fueron incubadas en presencia de DQFB; resultando una
significante transformacifn blastoide, no importando si el
receptor habia recibido ELD especifico o inespecifico. C&lu-
las controles de ratones que no recibieron ELD, no presenta-
ron tal respuesta. Estudiando la presencia de contaminantes
antigénicos en ELD, los autores demostraron que en agquellas
fracciones del dializado que inducifan respuesta blastogénica
positiva en cé&lulas no inmunes, no habfa evidencia de contami- .
nantes especificos. De acuerdo con sus resultados, concluye-~
ron que componentes inespecificos de ELD son los encargados

de aumentar o inducir una transformaci6n blastoide de linfoci-

tos.

En una investigacibn realizada por Huard, Sabet y Baram
(49), los resultados indicaron un efecto inespecifico de ELD
sobre la blastogénesis de linfocitos. Su disefio experimental
consistid en inocular ratones con ELD de especificidad inde-
terminada, obtenido de donadores humanos. Las c&lulas espleni-
cas de los receptores fueron incubadas con mit6genos de cé&lu-
las T (Fitohemaglutinina y Conacanavalina A), los cuales esti-
mulan inespecificamente la blastogénesis de linfocitos. Después
de 72 horas de cultivo, la transformacibn blastoide de las cé-

lulas de receptores de ELD estuvo aumentada, en comparacién con
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TABLA 7

EFECTO DE ELD-HUMANO SOBRE LA RESPUESTA A PHA Y Con. A DE
CELULAS ESPLENICAS DE RATONES.

Mitb6genos
PHA Con A.
Células no estimuladas a
con ELD 17530 + 3784% 13320 + 1402
Células estimuladas 39925 + 770 2 27845 + 2065°

con ELD

aCaptacién de H3~Td en cpm.

Los datos confirman un aumento de la transformacién blastoide
de c€lulas esplénicas, cuando &stas son estimuladas con ELD.
(Huard, 48).
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aquella de  c€lulas no estimuladas con ELD (Tabla 7). Los
resultados sugierén que ELD tiene una actividad inmunols-

gica no especifica sobre la blastogénesis de linfocitos.

A pesar de que muchos estudios han indicado que ELD
aumenta la blastogénesis de linfocitos, ya sea de un modo es-
pecifico o inespecifico, existen también evidencias de que tal
dializado tiene un efecto supresivo sobre tal transformaci®n.
Los experimentos de Mueller y Ritts (79) presentan datos que
confirman este efecto. Cé&lulas no sensibilizadas a PPD fueron
incubadas con PPD en presencia o ausencia de ELD obtenido de
donadores con gran reactividad a PPD. La sintesis de DNA, cuya
medicibn es un parfimetro para determinar la blastog&nesis de
linfocitos, no fue aumentada en los cultivos incubados con ELD.
Por el contrario, estos cultivos presentaron una disminucibn de
la sintesis de DNA, en comparacibn con los cultivos incubados
en ausencia de ELD (Tabla 8). Este efecto ocurrid con dosis ba-
jas y altas de ELD, y parecid ser inmunolégicamente inespecifi-
co, ya que no solo los linfocitos estimulados con Ag, sino que
tambi&n las céluiés estimuladas con mit8geno (PHA), fueron su-
primidas en su reactividad con la presencia de ELD. Un efecto
t6xico de ELD sobre los linfocitos, no fue demostrado, ya que
la mayorfa de las c¢&€lulas estuvieron vivas al final del cultivo.
Los datos de este reporte sefialan que ELD tiene actividad inhi-

bitoria inespecifica sobre la blastogénesis de linfocitos.
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TABLA 8

EFECTO INHIBITORIO DE ELD SOBRE LA BLASTOGENESIS EN CULTIVOS
DE LINFOCITOS.

Donadores de Adiciones al cpm
linfocitos cultivo
M 44572 + 2429
ELD 2157 + 1108
1 PPD + M 6348 T 4184
PPD + ELD 2174 * 1182
M 3848 + 2099
ELD 1652 + 2035
2 PPD + M 4450 ¥ 2744
PPD + ELD 1333 ¥ 2110
M 1069 + 1324
ELD 114 + 20
3 : PPD + M 749 ¥ 324
PPD + ELD 156 ¥ 36
M 3103 + 2358
ELD 2303 + 2869
4 PPD + M 1404 ¥ 944
PPD + ELD 888 f 821

aCaptacién de H3—Td, expresada en <pm.
M.- Medio de cultivo (RPMI 1640).

Los linfocitos de cuatro individuos insgensibles a tuberculina,
fueron estimulados con PPD en presencia o ausencia de ELD espe~-~
cifico para tuberculina. Una inhibicién de la sintesis de DNA,
es notada cuando ELD es adicionado a los cultivos (Mueller y
Ritts, 79).
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La presencia en ELD de molé&culas supresoras de la
blastogénesis de linfocitos, ha sido también reportada por
Saito y Tamaki (89). Después de la filtt&éién de ELD sobre
Sephadex G-10, tres fracciones purificadas de peso molecular
de menos de 3500 daltons, inhibieron la sintesis de DNA en
cultivos de linfocitos. El alto grado de viabilidad celular,
comprob6 que la actividad supresora no fue debida a un efecto
t6xico. La captaci6n de Timidina tritiada en cultivos incuba-
dos con las fracciones de ELD estuvo disminuida en comparacifn
con cultivos controles, los cuales no tuvieron contacto con

dichas fracciones.

Burger y Vandenbark han encontrado también en ELD una
fraccibén responsable de la supresibn de la transformacién de

linfocitos Ag-inducida. (16)

Si se ha demostrado que ELD, aumenta la transformacibn
linfocitica, las moléculas superesoras en tales preparaciones
pueden enmascarar el efecto estimulatorio, restindole potencia

de Factor de Transferencia.

Los diversos efectos mostrados por ELD en los ensayos in
vitro, asi como contbversias acerca de su especificidad, su-
giere la presencia en este dializado, de una variedad de molé-

culas, encargada cada una de ellas de una actividad diferente,
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El efecto de transferencia especifica de inmunidad celular,
puede estar relacionado con varios o qguiz& con soclo uno de
estos componentes. Sin embargo, la mayoria de los investiga~
dores han asociado a los componentes que causan efectos espe-

cificos con aquellos responsables de la transferencia de HR.

3.~ Efectos sobre la concentraci6n intracelular de nucleétidos
cfclicos.- Se ha obtenido evidencia de que cambios en la con-
centracibn intracelular de nuclebtidos ciclicos modulan algunas
respuestas inmunoiégicas. {74, 92, 111) Un incremento en la
concentraciédn de Monofosfato de Adenosina ciclice (AMPc), causa
un bloqueo de la transformaci6n de linfocitos en blastos; asi
como de diversas funciones de las cé&lulas inmunocompetentes,
como: secrecibn de anticuerpos, citotoxicidad mediada por célu-
las. Efectos reciprocos son atribufdos a un aumento en la con-
centracién de Monofosfato de Guanosina ciclico (GMPc). Los
agentes que inducen cambios en la concentracibn de tales molé-
culas, intensifican o suprimen indirectamente diversos aspectos
de la respuesta inmunolégica. El efecto de FT sobre la concen-
tracibn intracelular de nucledtidos ciclicos, ha sido estudiada
por varios autores, con el propésito de conocer el mecanismo

de accibn del mismo. (52, 89, 92, 127)

Sandler y Kirkpatrick, demostraron que varias preparacio-

nes de ELD, las cuales eran capaces de transferir Hipersensibi-~
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lidad Retardada a un Ag especifico, incrementaban considera-
blemente el GMPc de leucocitos en cultivo (Tabla 9). Experi-
mentos con poblaciones de células purificadas, revelaron que
el efecto fue predominante sobre monocitos (92). NingGn efec-
to sobre la concentracif6n de AMPc fue observado. Desgpufs de

la filtracién por gel de ELD, cuatro fracciones de éste, in-
crementaron el GMPc de leucocitos, pero solo una de ellas re-—
tuvo la capacidad de transferir HR. Los resultados sefialan que
un incremento en la concentracifn de GMPc intracelular, no es
suficiente para causar una reactividad cutlnea. Posiblemente,
el componente de ELD responsable del aumento de GMPc est8§ in-
volucrado en la regulacibn de actividades Ag-inespecificas de
FT, vy quiz8s el fenfmeno de transferencia de inmunidad celular
requiera la contribucibn de ambas actividades: Ag-especificas

y Ag—-inespecificas.

Robinson y Terrill (58), demostraron también que uné pre~
paracién de ELD con la propiedad de transferir HR, causa acumu-
laci6n de GMPc en cé&lulas mononucleares. Con subsecuente puri-
ficaci6n de este material, han obtenido una fraccibn que mantie-—
ne la capacidad de transferir HR pero con actividad reducida so-
bre la acumulacibn de GMPc. Los resultados indican una diferen-
cia entre las dos actividades. Kalmlr y Nekfm (52), también re-
portaron sobre el efecto dé FT sobre la concentracifn de nucleb-

tidos ciclicos en células mononucleares. Después de incubar una

poblacién de células rica en monocitos con ELD capaz de transfe-—



- 61 -

TABLA 9

EFECTO DE ELD SOBRE LA CONCENTRACION DE GMPc DE LEUCOCITOS HUMANOS

Experimento Estimulante GMPc 7 Incremento
(pmol/10 cel) sobre buffer
1 Buffer 1.5 + 0.4
ELD-1 16.1 F 1.0 + 14.6
2 Buffer 3.1 + 1.7
ELD-2 16.0 ¥ 1.2 *12.9
3 Buffer 3.5 + 1.5
ELD-3 20.0 ¥ 0.9 *+ 16.5
4 Buffer 2.1 + 0.2 + 9.1
ELD-4 11.2 ¥ 0.4 .

Los datos indican que ELD incrementa considerablemente la con-
centracién de GMPc de leucocitos en cultivo. (Sandler y Kirk-
patrick, 92).
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rir HR, un incremento de GMPc fue notado. Estos autores con=-
sideran que la actividad especifica de FT est8 estrechamente

relacionada con su efecto sobre nuclebtidos ciclicos.

La mayoria de los estudios del efecto de FT sobre la
concentraci6én de nuclebtidos ciclicos, proponen un aumento por
parte de éste,del GMPc intracelular, y relacionan esta activi-
dad con efectos Ag-inespecificos de FT, los cuales contribuyen

al fenbmeno especifico de transferencia de Inmunidad Celular.

4.~ Efectos sobre las células formadoras de Rosetas con eritro-
citos de carnero.- El estudio del mecanismo de accifn del Fac-
tor de Transferencia, ha permitido el conocimiento de muchos de
los efectos del mismo. Muchos investigadores que han demostrado
un incremento en el nfimero de c&lulas formadoras de rosetas con
eritrocitos de carnero, en pacientes inmunodeficientes tratados
con ELD, proponen, que FT contribuye en la maduracibn de células
T y sobre la regeneracibén de receptores de membrana de dichas

células (80, 81, 119, 124). Este efecto, es independiente de

la sensibilidad del donador de ELD, es decir, es inespecifico.

Los reportes de Valdimarsson y Mc Guire {(119); Mendes y
col. (96}; Khan y col. (58) y, Holzman y Lawrence {69), confir-
man que los linfocitos T, en los cuales se han removido por

tripzinizacibn sus receptores para eritrocitos de carnero; son
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capaces de formar rosetas, después de ser incubados con ELD.
Estos hallazgos indican que ELD contiene un componente , el
cual, estimula la regeneracidn de los componentes de la mem-

brana de los linfocitos T. .

Estudiando los efectos Ag-independientes de ELD sobre la
inmunidad mediada por células, Wilson (80), Newell y Burdash
(81), mostraron tambi&n que varias preparaciones de ELD estimui-
lan la generacibdn de receptores para eritrocitos de carnern so-
bre cé€lulas T, indicando una vez més : ‘los: resultados la exis-
tencia en ELD del componente regenerador de receptores de mem-
brana. La actividad de este componente, el cual ha sido denomi-
nado por muchos autores FACTOR DE MADURACION, (80, 81, 124), no
estuvo relacionada con el efecto de transferencia de HR. Sin
embargo, dicha actividad ha resultado de gran beneficio, cuan-
do ELD es empleado en el tratamiento de pacientes con linfoci-
tos T deficientes. Ha habido evidencia de que tal Factor de Ma-
duracidn, actfia de manera similar a la Timosina, la cual cau-
sando un aumento en la concentracién de GMPc en los timocitos,
promueve la diferenciacibn de é&stos, incrementando asf su acti-
vidad metabblica y acelerando la sintesis de receptores de mem-

brana.

Hainaut y Devismes (44), han reportado que el nGmero de
linfocitos capaces de formar rosetas con eritrocitos de carnero
es decrementado después de la incubacibn de dichos linfocitos
con Teofilina, y que tal decremento es corregido por el trata-

miento de los mismos.con ELD. El efecto involucra una accibn
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antagonista de la actividad de la teofilina sobre el balan-

ce iIntracelular de nucleS8tidos ciclicos.

La regeneracibn de receptores de membrana en linfocitos
T, ha sido considerada como un ensayo in vitro Gtil para eva-
luar actividades Ag-inespecificas de ELD, que pueden o no es-
tar involucradas en la transferencia especifica de reactividad
cuténea. Las discrepancias entre las diferentes actividades po-

dran ser explicadas al conocer la naturaleza quimica de ELD.
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IV.~ PROPIEDADES QUIMICAS DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA.

Ha sido demostrado por muchos investigadores, que el
extracto de leucocitos dializable (ELD), tiene muchos efec~
tos sobre la inmunidad celular y ha sido también argumentado
que tal variedad de actividades biol6gicas, se deben a gue el
ELD representa una mezcla heterogénea de moléculas, siendo ca-
da una de ellas responsable de uno o varios efectos (31, 60,

92, 93, 124).

La actividad de ELD que ha despertado mayor interés, es
la capacidad de éste de transferir Hipersensibilidad Retardada.
La caracterizacién del componente responsable de tal actividad
ha sido ampliamente estudiada. Numerosos métodos de purifica-
cidén de ELD han sido utilizados, y varlos componentes puros han
gsido obtenidos. Sin embargo, no se tiene informacibn precisa de

este componente que transfiere inmunidad celular especificamente.

Fué sorprendente el hallazgo de Lawrence, de que una pre-
paracidn no viva de extractos de leucocitos, cuando era inyec-
tada a humanos adultos, transferfa a €stos una reaccibn de hiper-
sensibilidad retardada especifica, presentada originalmente por
el donador de leucocitos; siendo tal sensibilidad sistémica y
por perfodos prolongados. (69, 70, 96). El aspecto dilucional

de este efecto era impresionante, considerando la pequena cantidad
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de extracto efectivo, en relacibn al Jrea total del receptor

y un comportimiento de fluido intra y extravascular de 35 li-
tros. Del magnffico efecto biolbgico, surgid la idea de que

FT podria sér una entidad que se replicaba por si misml, o que por
algunos otros medios, inducia a las c&lulas de los receptores

a2 hacer mds FT.

Estas hip6tesis condujeron a Lawrence a tratar dicho ex-
tracto de leucocitos con enzimas especificas: DNAasa y RNAasa,
para determinar si FT se inactivaba con tal tratamientoc (69).
Extractos de leuncocitos de donadores sensibles a tuberculina,
con o sin tratamiento enzimdtico, fueron administrados a re-
ceptores no sensibilizados a este Ag. Ocho receptores recibie-
ron extracto de leucocitos no tratados. Otros 4, recibieron
extracto tratado con DNAasa y 4 recibieron extracto RNAasa tra-
tados. La sensibilidad a tuberculina con ¢grado y duracibn equi-
valentes fueron transferidas a los 16 receptores. Se concluyd
asi que el tratamiento con DNAasa o RNAasa no afectaba la acti-

vidad de FT. (71)

En subsecuentes intentos para inactivar al FT, el extrac-
to de leucocitos fue tratado con DNAasa y con Tripsina. Este
tratamiento tampoco evadid el efecto sobre la transferencia de
sensibilidadq a tuberculina. Sin embaxgo, FT fue sensible a Pro-

nasa {69, 72).
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ALGUNAS PROPIEDADES DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA.

Biolbgicas

Bioquimicas

Inmunolégicas

Transfiere HR local y
sistémica.

la capacidad de trans-
ferencia deperde del
grado de sensibilidad
del donador y de la
dosis empleada.

Mo causa reaccibn in-
cowpatible, afin entre
diversas especies.

Transfiere actividad
de transformacitn de
linfocitos y de inhi-
bicién de la migraci6n
de macréfagos.

Transfiere rechazo de
aloinjertos.

Es Dializable

Tiene bajo peso
moleculax (menos de
10 000 daltons)

Estable por varios
meses a temperatura
de -20°C a =70°C,
liofilizado.

Inactivado a 56°C

Resistente a DNAasa
y RMAasa

Resistente a tripsina
Sensible a Pronasa
Positivo a la reac-

cibén de orcinol

(Especifica para car-
bohidratos).

No es neutralizado

por antigenos (mo
es immnoglobulina)

No induce la preduc-
cifn de anticuerpos

(No es irmunogérzico)

{Lawrence, 69 y Schulkind, 96)
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Asi, FT empez6 a emerger como un material que no so-
lamente era fuertemente resistente a enzimas liscsomales
liberadas end6genamente, sino que tambifn a la adicifn ex6-
gena de DNAasa, RNRasa y Tripsina. (Tabla 10) (72). Otro pro-
greso en el esfuerzo de aislar e identificar al FT, fue el
hallazgo de que es un componente dializable de bajo peso mo-
lecuiar.'Fue también demostrado que FT puede ser liofilizado

sin danar su actividad. (Tabla 10) (69, 96).

El material dializado de extractos de leucocitos tra-
tado con DNAasa fue fraccionado a través de una columna de
Sephadex G-25 por Lawrence. Dos picos de absorcién méxima de
luz U.V. fueron observados (Figura 1). El pico II, que corres-
pondié a componentes de peso molecular de menos de 10 000 dal-
tons, transfirié un marcado grado de sensibilidad cutinea para
Ag-especificos. Esta fraccidn contuvo pentosa, fosfolipidos y
Nitrbgeno protéico, asi como otras sustancias no identificadas

{69).

Baram, en continuos estudios sobre estos materiales dia-
lizables, capaces de trasferir HR, concentrd una fraccibén ac-
tiva por filtracién a través de Sephadex G-25. Aunque multi-
ples picos fueron detectados en la elucién, sclo uno, al cual
correspondis un bajo beso molecular, present$ actividad de FT.

Esta fraccifn contuvo una alta concentracidn de ribosa. (96).
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FIGURA 1.~ Espectro de Absorcidn de ELD después de la £iltracibn sobre
Sephadex G=25. El pico II (PM < 10 000 daltons) transfiere

sensibilidad especifica a receptores no inmunes.
Absorbancia a 260 nm

----- Absorbancia a 280 nm

(Lawrence, 69)
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Basados en la informacifn entonces disponible y con
las observaciones de que la actividad de FT se perdia des-
pués del tratamiento con pronasa, pero no con tripsina,
DNAasa o RNAasa, Baram y Lawrence indicaron que un péptido
asociado con RNA, estaba involucrado en la actividad de FT,
y que el RNA asociado no era necesario para su funcién (69,

72, 96).

Arala-Chaves y col. aislaron también un FT dializable
de bajo peso molecular (5000~-15000 daltons) que transfirib
sensibilidad a un Ag especifico. Ellos propusieron una compo-
sicibén de polinuclebtido-polipéptido para esta fraccibn activa.

(6)

Los estudios de Fireman y col. revelaron que la frac-
cidn activa de dializados de extractos de leucocitos, eluyb
sobre una columna de Sephadex G-10 en la regibn correspondien-

te a materiales de peso molecular entrxre 700-4000 daltons. (69).

Burger, Vandenbarxk y col (17), han estudiado las propie-
dades estructurales de FT, analizando las sensibilidades enzi-
méticas de fracciones purificadas. Después del fraccionamiento
sobre Sephadex G-25 de un ELD de un donador sensible a hemocia-
nina de lapa (HL), solo una fraccibn tuvo la capacidad de trang-

ferir tal reactividad a un receptor no inmune (fraccién IIIa,
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FIGURA 2.~ Cromatograffa de exclusién sobre Sephadex G-25 de ELD conteniendo
actividad de FT. La fraccibn IIIa presentd actividad de transferen~
cla dérmica,
Absorbancia a 254 nm Vo.~ Volumen de Exclusibn
Vt.- Volumen total de la columna

-~~-~- Absorbancia a 280 nm

(Burger, 17)
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figura 2). Esta fraccifn fue afin mis purificada empleando
cromatografia de fase inversa sobre una matriz de Octadecyl
silane, bajo condiciones de alta presién,.resultando mGlti~-
ples componentes. El perfil de fraccionamiento fue dividido

en varias regiones, para determinar la reactividad de cada

una de ellas en el ensayo de Hipersensibilidad Retardada para
el antfgeno de HL (figura 3): la regi6bn Pre RI, eluida antes

de un volumen externo de la columna; la regidn I (RI), eluf-

da antes del mayor crombforo:; la regi6n 2 (R2), el mayor cro-
mb6foro; la regi6n 3 (R3), regibn entre el mayor cromb6foro y la
Gltima fraccifn eluyente; y la regibn 4, 5 (R4,5), el fltimo
eluyente, La transferencia de reactividad dérmica a HL estuvo
agociada a dos regiones del cromatograma: Rl, 2 y R4, 5 las
cuales son cromatogr&ficamente distintas. El mayor cromSforo
en R1-2 fue identificado como 5' Inosina Monofosfato (IMP),
mientras que el mayor crombforo en R4-5 fué caracterizado como
Inosina. Cuando el material IlIa fue tratado con fosfatasé al-
calina, no se destruyd su actividad biolbgica, y al ser anali-
zado éste, por cromatografia de fase inversa, no exhibié el
crombforo perteneciente a IMP. La conversifn de IMP a Inosina
por accib6n de la fosfatasa alcalina fué completa; el decremento
en la absorcib6n de luz UV en R1-2, fue compensado pér un aumento
en la absorcidén R4~5. El material activo que habia eluido en la
regibébn R4-5, antes del tratamiento, adquiri6 caracteristicas

de retencibn de la regién R1-2; quedando asi confinada la acti-

vidad bilol6gica en esta regifn (R1-2), la cual contuvo menos del
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FIGURA 3.- Cromatografia de fase inversa sobre una matriz de octadecyl silane en
condiciones de alta presi6n de la fraceibn IITIa obtenida por cromatografia
Sephadex G-25. R1, R2, R3, R4, 5 representan regiones a las cuales se les

determind su actividad biol6gica. (Burger, 17)
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1% del material que absorbid luz UV en la fraccibén I1Ia, pero
represent§ mis del 90% del componente con actividad biolégica.

En dicha reqgibn se detectaron aminas primarias.

La sensibilidad de la fraccién activa a dos enzimas pro-
teclfiticas: pronasa y protefinasa K, fue evaluada para determi-
nar si un componente peptidico era esencial para la actividad
de FT. Ambas enzimas eliminaron la capacidad de transferencia
dérmica. La accibén de las peptidasas pudo bloquearse con la
adicidn al material activo de un polipéptido sintético; sugi-
riendo estos resultados, la presencia en FT de un polipéptido
necesario para su funcibén. Para investigar la existencia de
enlaces fosfodiéster en la estructura de FT, se evalubd la sen-
gibilidad de &ste a dos exonucleasas: fosfodiesterasa I, una
3' exonucleasa, la cual requiere un grupo 3' hidroxilo libre
y conduce a la formacibén de mononuclebsido S5 fosfato. Esta
enzima destruyd la actividad de FT, no asi la fosfodiesterasa

II (5' exonucleasa).

Estos experimentos condujeron a Burger y col. a formular
la hip6tesis de que FT posee un componente peptidico y un en-
lace fosfodiéster con un grupo 3'hidroxilo libre. Este tipo de
estructura ha sido propuesta tambifn por Dunnick y Bach (96)
para componentes dializables de extractos de leucocitos de co-

bayo que produjeron efectos especificos in vitro. -
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El ELD fue fraccionado usando cromatograffa de inter-
cambio i6nico en condiciones de alta presibn, por Khan y col.
21 fracciones fueron obtenidas, las cuales fueron probadas
para su efecto in vivo sobre células formadoras de rosetas.
Dos fracciones fueron identificadas por comparacién con est&n-
dares sobre cromatografia en capa fina y ‘espectroscopia infra-
rroja como;Uracilo una, e Hipoxantina la otra. Ambos materiales
fueron inactivos. La primera fraccifn de elucibn presenté una
actividad de aumento méximo en la formacién de rosetas, por lo
que estuvo sujeta a una mayor purificacién. La cromatografia
en capa fina de esta fraccifn presentb 5 bandas, una de ellas,
la cual fue intermedia entre la de mayor y la de menor movimien-
to, retuvo la capacidad de aumentar el nlimero de rosetas. Esta
subfraccibn contuvo proteina y riboéa. Fue designada como in-
munopéptido, el cual de acuerdo con el andlisis de aminodcidos
present6: Aspartato, Treonina, Serina, Glutamato, Glicina y
Alanina. El peso molecular de dicha fraccién fue de 1547,
segn el andlisig de aminodcidos, mientras que por el mé&todo
de equilibrio de sedimentacidn, fue de 1870; este aumento es
atribuible a azlcares o posibles nucledtidos. El inmunopé&ptido
caracterizado, aumenté el nimero de rosetas de c&lulas T con

eritrocitos de carnero, en cuatro individuos con tal actividad,

baja.

Un reporte de Gottlieb y col. (39) indica que el material

de ELD capaz de transferir HR puede ser separado de otros compo- -
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nentes por filtracidn en gel. Describen que despuds de pa-

sar ELD a través de Sephadex G-10, el perfil de absorbancia
del eluyente, define tres fracciones: A, B y C (figura 4),

de las cuales solo la fraccibn B transfirif HR a receptores

no inmunes. La reaccibn conferida por esta fraccibn fue mis
severa que aquella inducida por ELD crudo. Esta observacién
puede indicar la presencia en ELD de materiales que suprimen
la actividad inmunolégica del componente B. El peso molecular
de la fraccifn activa estuvo dentro del rango de 2000-4000
daltons. Tal fraccitn fue caracterizada como una molécula con=-

sistente de 12 aminodcidos y 3 6 4 bases de RNA.

Se ha demostrado la existencia en la fraccibn asociada
con transferencia de HR, de varios componentes como: Hipoxan-
tina y Uracilo. Los efectos in vitro de reactividad celular
estan asociados con ésta y con otras fracciones. Algunos otros
compuestos que se han identificado en estas fracciones activas
incluyen: nicotinaminda, serotonina y ascorbato. En adicibn,
mol&culas con caracteristicas de productos codificados por la
regién I del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, asi como
fragmentos antigénicos, han sido encontrados en preparaciones

de FT. '

Krohn, Uotila y Grdn mostraron que en el fraccionamiento

de ELD sobre columnas de Sephadex G-10, se obtienen varias
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FIGURA 4.~ Fraccionamiento del Extracto de leucocitosg dializable por filtracibn
en gel sobre Sephadex G-10. El perfil de absorbancia del eluyente a
260 nm define tres fracciones (A,B y C). S8lo la fraccibn B es capaz
de transferir reacciones de Hipersensibilidad Retardada. (Gottlieb, 39)
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fracciones, (figura 5) tres de las cuales (I, II y VI) pre-
sentan actividad bilolégica. Una subfraccién de VI, denomina-
da Via, ha mostrado un efecto terapéutico sobre ciertas en-
fermedades inmunolSgicas. An&lisis de esta fraccién sobre
cromatograffia en capa fina, espectroscopfa infrarroja y de
masa, indicaron gque cerca de la mitad de esta fraccibn estaba
compuesta de Uracilo en adicifn con sustancias aromiticas vy
heterociclicas no identificadas. La fraccién adyacente (V) con-
tuvo Tirosina y un pequeino polirribonuclebtido; en la fraccidn
VII se detectd hipoxantina asi como componentes adicionales no

identificados (65).

Los estudios quimicos de la fraccifn VIa revelaron, que
ésta contenfa 13.9% de Nitrbgeno. No fueron detectados Fésforo,
D-Ribosa ni D-Desoxirribosa; indicando estos resultados gque tal
fraceidn no contiene cantidades detectables de nuclebtidos. La
administraci6én de la fraccibn VIa, en algunos grupos de pacien-
tes, causb un mejoramiento clinico en la mayorfa de ellos: e

increment8 significativamente la reactividad en piel a PPD.

La estructura propuesta por estos autores, no presenta
el polimorfismo requerido para una molécula inmunolégica in~
formacional, y sugiere, por lo tanto, que FT, actfia en procesos
involucrados con la expresidn, m&s que con la fase de recono-

cimiento especifico de la respuesta inmunolégica.
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FIGURA 5.~ Fraccionamiento de dializado de leucocitos sobre Sephadex G-10. El
cromatograma muestra nueve fracciones, de las cuales, la fraccién
VI contiene actividad de FT.
Absorbancia a 260 nm
(Krohn, Uotila, Gr&hn 65)
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Un estudio sobre la naturaleza quimica de ELD capaz
de transferir HR en humanos, fue efectuady por Volta (120),
usando cromatograffa sobre Sephadex G-10 y G-25, ademds de
cromatografia en capa fina. Después de la filtracién en gel,
una fraccibn, mostrs actividad de FT in vivo. El an8lisis so-
bre cromatograffa en capa fina de esta fracecibdn, mostré 52
componentes, de los cuales, 14 fueron identificados como:
nucleobases, nuclebsidos, azlcares, amino&cidos arom&ticos y

heterociclicos.

Usando cromatograffa en Sephadex G-25, Lo Buglio (84),
obtuvo una fraccibn de ELD (TF¢), con la propiedad de trans-
ferir HR a tuberculina y a hemocianina de lapa. Reportes de
Dunnick (84), Sandler (92) y Tomar (84), han también indicado
que fracciones cromatogr&ficas similares inducen respuestas
Ag—-especificas in vitro y transfieren HR a pacientes inmuno-
deficientes. Con el prop6sito de determinar el grado de hetero-
genicidaden TFc y su posible contenido de nuclebtidos, Lo Bu-
glio sometid esta fraccibn a cromatografia de intercambio i6-
nico. Una fraccibn con las mismas caracteristicas de TFc fué
obtenida. El mismo patrdn de elucibn se observé después de una
hidrélisis &dcida o alcalina. La hidrdlisis alcalina es sufi-
ciente para degradar RNA, mientras que la &cida, conduce a la
formacibn de Acidos apurinicos a partir de DNA. De esta manera,

los resultados indicaron gue TFc no contenfa polinucleétido.
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El patrdn de elucidn de ch obtenido a través de la cromata-
graffa de intercambio ibnico fﬁe similar al presentado por el
digerido alcalino de RNA de levadura, sugiriendo estos datos
la presencia en TFc de un producto de degradacidn normal de
polinuclebétidos. La electroforesis en gel de poliacrilamida de
TFc mostrd una banda singular que fue negativa a las tinciones
especificas para proteinas y RNA. TFc contuvo insignificantes
cantidades de fosfato, sin embargo, presentd un alto contenido
de nitrdgeno; sugiriendo estos datos la presencia de una base
plirica o pirimidica. Los espectros de UV, Infrarrojo y de Re~
sonancia Magnética Nuclear de la fraccidn activa (TPc) fueron

idénticos a los espectros de Hipoxantina,

Una evidencia confirmatoria de la presencia de Hipoxan-

tina en TFc, se mostrd cuando el sobrenadante de leucocitos li-
sados fue incubado con Xantina Oxidasa y pasado a través de
una columna de Sephadex G-~25. E1l patrdn de elucifn mostrd una
disminucidn de la absorcidn UV del pico correspondiente a hipo-
xantina, y consecuentemente, fué€ observado un pico de absorban-
cia de un material que eluyé en un volumen de exclusidn més
grande que el de hipoxantina y fue identificado como Acido Urico.

La Xantina, un intermediario en la conversién de hipoxantina a
&cido Grico, eluyb entre el sustrato y el producto de la reac-

cién con xantina oxidasa.
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Un efecto Ag-especifico de la hipoxantina en recepto-
res no inmunes, no ha sido demostrado. Posiblemente el compo-
nente Ag-especifico constituye una cantidad minima de la frac-
cidén activa, mientras gque la hipoxantina, la cual se encuen-
tra en mayor proporcifn, sea responsable de algunos efectos no

especificos de ELD.

Estudios efectuados por O'Dorisio y Tomar, (84, 114} han
expuesto que la hipoxantina esti presente en fracciones purifi-
cadas de ELD que son capaces de transferir HR, y han también
demostrado que de los materiales contenidos en ELD, es &ste el

que presenta mayor absorcidn de luz UV.

Aunque O'Dorisié (84) encontrd que la fraccidn activa en
transferir HR contenia hipoxantina, no demostrdé el posible pa-
pel de ésta en tal actividad. Tomar y col., después del fraccio-
namiento por cromatografia sobre Bio Gel P-2 de ELD especifico
para proteinas de Estreptococo (Estreptocinasa-Estreptodornasa)
y Cindida, fueron capaces de demostrar, que la fraccibén conte-
niendo hipoxantina, fue activa en la transferencia de HR para
ambos antfgenos en un paciente con candidiasis mucocuténea cré-
nica y un sequndo paciente con ataxia telangiectasia. Aungue
pudieron eliminar la hipoxantina de la fraccibn activa con xan-
tina oxidasa, tampoco evaluaron la habilidad para transferir HR,

de la preparacibn tratada con esta enzima (114).
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Kirkpatrick (62) y col. confirmarxon los hallazgos de

O'Dorisio y Tomar, mostrando también que la hipoxantina es-

taba presente en una fraccibn activa de ELD obtenida por cro-
matografia sobre Sephadex G-25. Esta fraccifn transfirid HR
para PPD, proteinas estreptococicas y cndida en monos rhesus,
antes y después del tratamiento con xantina oxidasa, sugirien—
do asi, que la hipoxantina, no fue esencial para la transferen-
cia de HR. La misma fraccibén incrementé la acumulacién de GMPc
de cé&lulas mononucleares {(un efecto Ag-independiente); reducien-
dose solo parcialmente este incremento después del tratamiento
con xantina oxidasa. lLa hipoxantina purificada no tuvo efectos
sobre la transferencia de HR o sobre la acumulacién de GMPc.

El decremento en la concentracién de GMPc después del tratamien-
to enzimitico pudo haberse debido a la acci6n de un componente

de la preparacidn enzimitica. (62)

Una fraccibén activa de ELD (TFg) ha sido separada por
filtracidn en gel sobre Sephadex G~25 por Wilson y col. (126).
Esta fraccidn es capaz de transferir HR a cobayos, y presenta
un alto rango de absorcién‘a 260~280 nm (Figura 6). El croma-
tograma de TFg sobre Bio-Gel P-2 mostrd dos picos: TFgl y Tx
(Figura 7). El menor pico, Tx contuve la actividad bioldgica
originaria de la fraccidn TFPg. El pico TFgl no fué activo en
transferir HR, y contuvo la mayoria del material absorbente a
260 nm, originalmente presente en TFg. La posicibn de elucibn

de TFgl fue similar a la de hipoxantina, y ambos tuvieron un
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FIGURA 6.- Filtracién en gel sobre Sephadex G-25 del Extracto de leucocitos dializable
capaz de transferir Hipersensibilidad Retardada. Las secciones I-VI represen-
tan fracciones a las cuales se les determind su actividad en cobayos. TFg (V)
fue la Gnica fracci6én que transfiri6 HR. Aborbancia registrada a 260 nm (~=-==~)
y a 280 nm ( ) . Vt = Volumen total de la columna. (Wilson, 126)



grado alto de absorcibn a 260-280 nm (Figura 7). La hipo-
xantina por si sola no indujo reacciones de HR y no estimu-
16 la produccibdn por linfocitos humanos de Factor Inhibito-
rio de la migraci6n de macréfagos (MIF); contrariamente, cau
s6& un aumento de la migracién de &stos. Los resultados de la
filtracién sobre Bio-Gel P~2, cromatograffa de capa fina, es=-
pectroscopfa UV y espectroscopia de masa, mostraron que el
mayor componente en la fraccibn activa de ELD que transfiere
HR, es hipoxantina, pero el estudio demuestra también que la
presencia de &sta no es esencial para la actividad biolbgica

de FT.

Aungque la hipoxantina no sea esenciél para la transfe-~
rencia de HR, las observaciones de que esti presente en la
fracci6n de ELD que transfiere HR, sugiere la investigacibn de
posibles relaciones de hipoxantina con actividades funcionales

de FT.

La hipoxantina, asi como también la Adenosina y Timidina,
estimulan el crecimiento de las c&lulas de mamiferos in vitro
{62), y un efecto de FT in vitro, es mostrado por incrementos
en la sintesis de DNA en cultivos de linfocitos. Sin embargo,
recientemente, Littman y David han reportado que la fraccitn
de ELD que contiene hipoxantina, no aumenta la sintesis de DNA

de linfocitos Ag-estimulados (62).
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Dos sindromes de inmunodeficiencia bhan sido asociados
- con deficiencias de enzimas de la via de degradacibn de pu-
rinas. Estas observaciones clinicas, sugieren una interaccién
entre el metabolismo de purinas y la inmunocompetencia {35).
Un mayor conocimiento de este mecanismo resultarfa Gtil en el
andlisis del modo de acci6n de ELD. La presencia de purinas en
éste, posiblemente podria explicar algquno de sus efectos sobre

la Inmunidad Mediada por Células.

Los resultados de andlisis cromatogr&ficos sobre Sephadex
G-25 de dializados de leucocitos lisados humanos, efectuados
por Andron y Ascher, sugieren la presencia en estas preparacio-
nes de una diversidad de componentes de peso molecular pequeio,
los cuales aumentan la proliferacibn de linfocitos Ag-inducida
in vitro. Estos componentes fueron caracterizados como: Timidi-
na, Acido Fblico, Adenina e hipoxantina (5). Estas observacio-
nes, estdn de acuerdo con experimentos gue muestran tal activi-
dad con cantidades fisioldgicas de &cido f6lico y por reportes
que han demostrado que cantidades pequefias de poliaminas aumen-
tan la proliferacién de linfocitos Ag-inducida (10). Sin embar-
go, la cualidad y cantidad del efecto de ELD sobre la prolife-
racién de linfocitos Ag-inducida, sugiere la presencia en éste
de otros componentes activos en adicién a poliaminas y folatos.
La relacifn entre estos componentes gue aumentan la prolifera-~

cién de linfocitos Ag-inducida y la habilidad de los dializados
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para transferir HR in vivo, no ha sido aclarada. Sin embar-
go, se ha demostrado que algunas preparaq;ones que contienen
componentes con actividad sobre la proliferacidfn de linfoci-

tos, han transferido HR (10).

Preparaciones de ELD conteniendo actividad de FT, fue-
ron fraccionadas por Sandler y col. (62} empleando una colum-
na de Sephadex G-25 calibrada con 14c--Serot:onina ¥ 14C—Acido
AscOrbico. Cuatro fracciones que incrementaron el GMPc de leu-
cocitos fueron obtenidos (I, II, III, IV} (Figura 8). Se demos
tré que dos de esas fracciones activas, una de las cuales (1V)
transfirié HR, no presentaron cantidades detectables de ascor-
bato o serotonina. Ha sido demostrado que el ascorbato y la
serotonina incrementan el contenido de GMPc de leucocitos, re-
gulando asi reacciones inmunolégicas (91). Sin embargo, la pre-
sencia de ascorbato en ELD, no es suficiente para la transfe-

rencia de HR.

Otros estudios encaminados también a la identificacién
del componente especifico de FT han sugerido que en éste, de-
ben existir necesariamente fragmentos antigénicos para justifi-
car tal especificidad (31). Muchas hipbtesis formulan que para
que FT actue de una manera especifica, debe actuar durante la
fase de induccifn de la respuesta de hipersensibilidad retarda-

da (11), por ejemplo, sobre la clona relevante de células Ag-
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FIGURA 8.~ Piltracidn sobre Sephadex G-25 de ELD conteniendo actividad de FT.

Columna calibrada con l4c-Acido Ascérbico y 14C-Serotonina (s—e)

lLa absorbancia de cada fraccibn a 255 nm es mostrada (o—o0]}.

Las cuatro fracciones incrementaron el GMPc de leucocitos, pero solo
la IV fue capaz de transferir HR., Vo=Volumen de elucién Vt=Volumen
total de la columna. (Sandler, 92).

—68-
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sensibles; y proponen, por lo tanto, la existencia en FT

de moléculas definidas tales como contaminantes antigéni-
cos, o bien, de productos codificados poé la regi6n I del
complejo mayor de histocompatibilidad (11), ya gue es cono-
cido que los genes de esta regibn juegan un papel central
en el control de respuestas de hipersensibilidad retardada.
Alternativamente, se ha planteado la posibilidad de que en
el material especifico pueda estar involucrado un Superantf-
geno {RNA-inmune) (17,88), pero esta hipbtesis ha sido menos

aceptada, ya que FT es resistente a RNAasa.

Empleando un modelo murino, Basten y Croft (11) obtuvie-
ron evidencias de la existencia en FT de productos codifica-
dos por genes de la regifn I en el componente especifico; en

asociacifn con pequenios fragmentos del Ag-inductor.

La produccién de MIF in vitro fue usada para determinar

la actividad del componente especifico. Experimentos paralelos
fueron hechos con el ensayo de Blastogénesis de linfocitos,
considerando a &ste como un pardmetro para determinar actividad
del componente no especifico en FT. El Factor de Transferencia
fue preparado de c&lulas de nb6dulos linfoides de ratones sensi-
bilizados con 2,4-dinitrofluorobencenc (DNFB). Después de la in-
yececibn intravenosa de FT en receptores singénicos normales, las

células de nbBdulos linflticos de estos ratones mostraron una res-
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puesta positiva en el enséyo de Inhibicién de la Migraci®n
de MacrSfagos en presencia de DNFB. La actividad de FT fue
revocada por absorcidn de &ste con un suero anti Ia (anti-
genos asociados a la regifn I), incluyendo un aloantisuero
Ia y un antisuero xenog&nico de conejo, el cual exclusiva-
mente reconoce antigenos Ia-carbohidrato definidos. Andlisis
por cromatograffa en papel, usando una té&cnica de purifica-
cién de antigenos Ia Carbohidrato-definidos, revelaron gque
la produccidén de MIF se obtuvo exclusivamente con aguellas

fracciones que contenian actividad antigénica Ia (11).

El tratamiento de FT con Concanavalina A, la cual tie-
ne una afinidad para Ag Ia carbohidrato~definidos resultd en
una destruccidn de la actividad. Estos hallazgos sefialan la
presencia en FT de productos codificados por genes de la re-
gién I. lLa absorcifn con anticuerpos dirigidos en contra del
determinante dinitrofenil, abolid la capacidad de FT para es-
timular la produccibén de MIF, sugiriendo que FT puede también

contener fragmentos antigénicos.

El tratamiento de FT con el aloantisuero la dirigido en
contra de antigenos proteina y carbohidratos definidos caus6
una reduccidn parcial en la respuesta blastogénica. En contras-
te ningfin cambio en tal respuesta fue observado cuando FT fue

absorbido con concanavalina A o suero anti DNFB. De acuerdo con
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estos resultados fue posible hacer una separacién entre
componentes especificos y no especificos ge FT e indicar
que la especificidad puede ser explicada en t&rminos de la
presencia de productos codificados por genes de la regidn

I, en posible asocilacibn con fragmentos antig&nicos.

Los antigenos Ia carbohidrato-definidos tienen carac-~
teristicas semejantes a FT, entre ellas, su bajo peso mole-

cular (menos de 10 000 daltons) (53, 86). v

Basten y Croft argumentan que debido a la naturaleza
glicolipida de los Ag Ia carbohidrato-definidos, las té&écni-
cas tales como cromatografia en Sephadex, disenhadas para se-
paracibén de moléculas protéicas, resultan inefectivas para
diferenciar claramente un componente especifico de FT conte-
niendo productos codificados por la regién I. Los Ag la car-
bohidrato~definidos en comparacibén con los proteina-definidos
han sido mds asociados con factores Ag-especificos secretados
por cé&lulas T. También arguyen, que la presencia en FT de pro-
ductos de genes de la regidn I, no solo provee una explicaci6n
para su esgpecificidad, sino que también para el modo de accibn
del componente especifico. Las cé&lulas T, responsables de la
respuesta de Hipersensibilidad Retardada son estimuladas por
antfgenos asociados a moléculas de la regibn I, localizadas
sobre la superficie de macréfagos. Asi, si FT contiene antige-

nos I, podria sustituir a los macrbffagos en la etapa de presen-



tacidén (a) nivel de induccién de la respuesta de HR, y con-
ducir una estimulacién directa de la clona apropiada de cé-
lulas T. Esto es consistente con la r&pida accibn de FT. Sin
embargo, varias controversias de estas hip6tesis necesitan

ser aclaradas. Primero, si FT contiene productos codificados
por la regién I y ademis fragmentos antigénicos, porqué se
requiere la adicidn de Ag para demostrar su actividad cuando
es ensayada en cultivos in vitro? Segundo, porqué no existe
evidencia de la produccibn de anticuerpos en receptores de FT,
si los factores que contienen Ag asociados a I son capaces de
estimular una respuesta humoral?. Basten d& una posible solu-
cidn a estas controversias, argumentando para el primer punto,
que FT contiene mfiltiples componentes, incluyendo moléculas
con actividad inhibitoria, las cuales pueden enmascarar efec-
tos directos de FT; y en tal caso el Ag-especifico adicionado
colabora manteniendo el estimulo sobre la clona de cé&lulas T,
resultando detectable de esta manera el efecto de FT. Para el
segundo aspecto se arguye que, diferentes productos de los ge=-
nes de la regibén I son requeridos para poner en accién a las
distintas poblaciones de células T involucradas en los dos ti~
pos de respuestas inmunoldgicas, por ejemplo: antigenos Ia pro-
teina definidos pueden estar involucrados en la presentacifn
de antfgenos a células T ayudantes, las cuales contribuyen en
la produccidn de anticuerpos; mientras que antigenos Ia carbo-

hidrato~definidos, pueden mediar la presentacifn del Ag a célu-
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las T involucradas en respuestas de Hipersensibilidad Retar-
dada. Otra consecuencia de la presencia en FT de productos co-
dificados por la regifn I, es que su usc entre diversas espe-
cies y entre individuos genéticamente diferentes no seria po-

sible, ya que existirian barreras de histocompatibilidad.

Considerando la posibilidad de que la actividad de FT
pudiera residir en un fragmento antigénico, Dunnick y Burger
(11), realizaron una investigacidn, empleando como antfIgenos
Ovalvlmina y copolimeros de Acido Glutamico-Tirosina, marcados

con 1251

. FT fue preparado de leucocitos de cobayos inmuniza-
dos con uno u otro de esos antigenos en adyuvante completo de
Freud. Las fracciones purificadas de los ELD con actividad de
FT en el ensayo de Inhibici6én de la Migracibn de Macréfagos,

no mostraron cantidad significante de radiactividad. El diseifio
experimental permitiria.la deteccidn de fragmentos antigénicos,
si &stos existieran en FT. Asi los resultados de este estudio,
conducen a pensar que la antigenicidad no es responsable de la

actividad especifica de FT.

Existen muchas controversias entre los diversos reportes
existentes en relaci6n a la naturaleza de FT, perc a medida
que sean disefiados més estudios controlados y estandarizados,

el FT emergird como una entidad conocida.
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V.~ APLICACIONES CLINICAS DE FACTOR DE TRANSFERENCIA.

Cuando se logrd la transferencia de inmunidad celular
en animales, mediante leucocitos viables o con extractos de
éstos (Lanstainer y Chase}, y cuando tal transferencia se
hizo extensiva en hombres, fue considerada la posibilidad de
tratar con estos productos enfermedades en las cuales, un de-
fecto en la inmunidad mediada por cé&lulas tenfa significancia
etiolbgica. Las infusiones de leucocitos fueron usadas con li-
mitado éxito en estas alteraciones, debido a la inducciébén de
reacciones de rechazo de aloinjertos (69). Cuando el Factor
de Transferencia, se obtuvo parcialmente purificado como un
producto no antigénico y libre de constituyentes celulares ma-
cromoleculares, incluyendo antfgenos de trasplante y con una
potencia igual a aquella de leucocitos viables o extractos
crudos, su aplicacidn clinica florecif, y fue considerado como
un seguro y efectivo reactivo inmunolbgico para intentar la
reconstitucidn de la inmunidad celular deficiente. (69) Desa=-
fortunadamente, la mayorfa de los reportes sobre la aplicacién
clinica de FT, han reflejado aproximaciones empiricas y son
muy anecdotales. Sin embargo, algunos reportes est&n basados

sobre ensayos clinicos controlados.

El prop6sito de este capitulo es ofrecer una informacién

general acerca de las investigaciones efectuadas en relacibn a
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la aplicacién clinica de fT. Para ello, los desordenes en
los cuales ha sido estudiade tal efecto se han agrupado de
la siguiente manera:
A.- DESORDENES DE INMUNODEFICIENCIA CONGENITA
B.- ENFERMEDADES INFECCIOSAS
1.- Enfermedades Virales
2.~ Enfermedades Bacterianas
3.~ Enfermedades Ffingicas
C.- ENFERMEDADES NEOPLASICAS

D.- ENFERMEDADES AUTOINMUNES

A.- FACTOR DE TRANSFERENCIA EN DESORDENES DE INMUNODEFICIENCIA

CONGENITA.

Este tipo de desordenes que estdn genéticamente determi-
nados, comprenden errores innatos del metabolismo, que pueden
reflejar fallas en la diferenciacibn y funcién de ciertas cla-
ses o subclases de células linfoides; insuficiente desarrollo
y displasia del timo; anomalias o deficiencias del sistema del
complemento; imperfeccibn de los procesos efectores fundamenta-

les que intervienen en la resistencia inmunolégica (34)

Sfndrome de Wiskott-Aldrich.~ Cierta informacibn acerca del uso
de FT para la reconstitucidén de la inmunidad mediada por células,

ha surgido del tratamiento de pacientes con el sindrome de
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Wiskott-Aldrich (97, 99, 1G4, 105), el cual es una enferme~
dad recesiva ligada al sexo, que se caracteriza por trombo-
citopenia, eczema y notable sensibilidad a muchas infecciones
(34, 38, 97, 99). Durante afios recientes ha sido sugerido que
el FT puede mejorar o restaurar la capacidad inmune celular en
pacientes con este sfndrome, conducilendo a una mejoria consi-

derable de las condiciones clinicas. (97, 99}

Fudenberg y sus colaboradores ({105), trataron 12 pacien-
tes con este sindrome, con preparaciones estandarizadas de FT.
7 de los 12, adquirieron inmunidad celular a los antigenos pa-
ra los cuales, el donador de FT era sensible. Estas respuestas
se reflejaron por reacciones de hipersensibilidad cutdnea y por
la producci6n de Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos,
in vitro. La mejoria clinica fue observada en aquellos pacientes
en quienes la restauracién de la inmunidad celular, sigquié al
tratamiento con FT. Seis de diez pacientes se recobraron de
infecciones; en cinco de once, el eczema desaparecid y en tres
de diez, el nGmero de plaquetas circulantes, aument®6, disminu-
vendo consecuentemente su tendencia a sangrar. Los pacientes en
quienes el FT tuvo un mayor efecto ben&fico, fueron aquellos que
presentaron una deficiencia en receptores IgG de monocitos, an-
tes del tratamiento. Ha sido sugerido por Fudenberg, que antes
de empezar la terapia con FT en paclentes con sindrome de Wis-

kott-Aldrich, se deberfa determinar en &stos, la presencia de
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receptores IgG de monocitos, para predecir la respuesta a

dicha terapia (105).

En un intento para mejorar las condiciones clinicas de
cuatro pacientes con sfndrome de Wiskott~Aldrich, quienes pre-
sentaban respuesta inmune celular dafada hacia algunas bacte-
rias, virus y hongos, Schut, Dooren y col. (97), emplearon la
terapia con FT, obtenidc de donadores con reactividad cuténea

a los antigenos, PPD, C&=ndida albicans, virus de paperas, Tri-

chophyton y Estreptocinasa-Estreptodornasa. Antes y durante el
tratamiento, la reactividad celular a los antigenos de prueba
fue sequida in vivo e in vitro a través de los ensayos de reac-
tividad en piel de tipo tardio y transformacién de linfocitos,
respectivamente. Los resultados de las pruebas cutdneas de HR,
durante la administracién de FT, no fueron consistentes. Duran-
te este periodo algunas de estas pruebas fueron positivas en
todos los pacientes, sin correlacidén obvia entre estas observa-
ciones y la administracidn de FT. Subsecuentemente, esas prue-~
bas volvieron a ser negativas a pesar de continuar la terapia
con FT. La reactividad de linfocitos in vitro, antes del tra~
tamiento con FT, mostrd una respuesta altamente disminuida al
mit6geno Fitohemaglutinina, junto con una respuesta severamen-~
te dafiada a linfocitos alog&nicos en todos los pacientesg. Duran-
te el curso de la enfermedad y a pesar del tratamiento con FT,

ningGn incremento en la reactividad de linfocitos fue notada.



- 99 -

La administracifn de FT no tuvo ningfin efecto sobre el
curso clfinico de la enfermedad, ni sobre indicadores de inmu-
nidad celular, tales como, transformaci6n de linfocitos in vi-
tro y pruebas cuté&neas de hipersensibilidad retardada in vivo.
La falla de la terapia con FT, no solo fue vista durante el tra-
tamiento con grandes dosis de FT, sino que también fue soste-
nida en un estudio de "doble ciego", en el cual, la administra-
cién de PT, durante un perfodo de nueve meses fue alternada con

placebo.

Considerando lo propuesto por Fudenberg, acerca de la
correlacién entre la respuesta al tratamiento con FT y un re-
ducido nGmero de monocitos con receptores IgG en los pacicntes,
en los estudios de Schut y Dooren, el nmero de estos monocitos

no estuvo disminuido en comparacién con controles normales.

A pesar de que algunos autores, no han reportado ningGn
beneficioc sobre las condiciones clinicas en pacientes con sin-
drome de Wiskott-Aldrich con la terapia de FT, muchos otros,
entre ellos, Spitler y col. han descrito un efecto favorable

en estos pacientes. (105)

De interés son las observaciones de que un paciente con
este sindrome, desarrollé$ anemia hemolitica autoinmune, y otros

cinco presentaron linfomas mientras recibfian la terapia con FT,
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concomitante con una infeccibn por virus Coxaquie B. Sin
embargo, no puede ser establecida una relacién entre la te-
rapia con FT y la presencia de estas alteraciones, ya que,
anemias hemoliticas, asi como linfomas malignos, frecuente=~

mente se presentan en pacientes con Sindrome de Wiskott-Al-~

drich.

Wray y col. detectaron nefropatias en 5 de 32 pacientes
con sindrome de Wiskott-Aldrich, los cuales hablan participa-
do en un estudio de terapia con FT, obtenido de donadores noxr
males (107). En dos pacientes, la nefropatia estuvo presente
antes de la administracién de FT y no aparecieron cambiocs con
la terapia de &ste. Un paciente, desarrolld subsecuentemente
falla renal progresiva después de dos afios con terapia de FT.
En dos de los pacientes, la enfermedad renal aparecid inmedia-
tamente después de la administracién de FT. Un paciente adicio-
nla, presentd anormalidades renales .y nunca recibid FT., Los
resultados de este estudio sugieren, que una falla renal, pue-
de frecuentemente ocurrir en el sindrome de Wiskott-Aldrich, y
gue la administracibn de FT, posiblemente precipite o acelere
el dafio renal. Si FT contiene &cidos nucléicos, gquiz&, &stos
reaccionen con anticuexpos preformados contra estos &cidos,

pudiendo ser de esta manera como se produce la enfermedad.

Deficiencia Inmune Combinada.- Los pacientes gque presen-

tan enfermedades por deficiencia en la inmunidad mediana por cé-
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lulas y por anticuerpos, son susceptibles a un amplio espec-
tro de agentes microbianos (1). La terapia es con frecuencia,
dificil y a menudo no se encuentra disponible. La inmunotera-
pia con el uso de FT, en individuos con estos desordenes in-

munolbfgicos, estd siendo investigada (3, 30, 34, 96, 99).

Tres pacientes con inmunodeficiencia combinada, respon-
dieron parcialmente al tratamiento con FT (77, 78), en un es-
tudio efectuado por Montgomery y col. Dos de ellos, wmostraron
desarrollo de reacciones cutdneas de hipersensibilidad retar-
dada y varias respuestas de inmunidad celular in vitro. En
uno de los pacientes, una mejoria clinica de la infeccibn con
cindida fue tmabién notada. En otros dos pacientes, gquienes
recibieron una o dos dosis de FT, ningln cambio en la inmuni-
dad mediada por células o mejorfa clinica fueron observadas(78).
Un infante con inmunodeficiencia combinada, no presentd cambios
en la funcibn de c&lulas T cuando fue tratado con FT; sin em~-
bargo, cambios evidentes in vivo e in vitro de la funcidn de
cé&lulas B fueron observados tres semanas después de la adminis-
tracibn de FT. El nifio desarroll6 gammapatfa policlonal, linfo-
proliferacién, y murid. Aunque el desarrollo de gammapatfa
policlonal pudo haber sido coincidente con el uso de FT, los
autores sugieren que su posible desarrollo, debe ser considera-
do, cuando FT sea administrado a pacientes con deficiencia in-

mune combinada (42).
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Seis paclentes con un espectro de enfermedades de in-
munodeficiencia fueron tratados con FT (3), con el propésito
de evaluar el efecto de &ste sobre anormalidades clinias e
inmunol&gicas de estos pacientes. FT fue obtenido de donado-
res quienes presentaron fuerte reactividad cutdnea a virus de
paperas, candida, Estreptocinasa-Estreptodornasa y PPD. La
mejorfa clinica ocurrid en tres pacientes. La conversifn de
reacciones de hipersensibilidad retardada de negativas a posi-~
tivas, fue favorable. Antes de la terapia con FT, los linfoci-
tos de tres de los pacientes, no respondieron a la estimulacibn
con fitohemaglutinina in vitro, mientras que los otros tres,
presentaron una disminuida respuesta en este ensayo. En 5 de
los pacientes, no hubo diferencia significante en la respuesta
a la estimulacidn de linfocitos por el mitSgeno, despugs de que
el FT fue administrado. Mientras que el otro paciente present6
una regpuesta normal a PHA despué€s del tratamiento con FT, el
cual habfa sido precedido por tres trasplantes de timo; sugi-
riendo estos resultados, que ambos procedimientos inmunotera-
péuticos actuaron sinergicamente. FT pudo haber expandido una
poblacifn de cé€lulas timicas inmunocompetentes. En ninguno de
los pacientes hubo cambios en la inmunidad mediada por anticuer—~
pos. Se propone en este estudio, que la terapia con FT, debe-
ria ser intentada en todos los pacientes con desordenes de in-
munodeficiencia combinada, aungue es imposible predecir gquienes
responderén. Si la terapia con FT, no reconstituye la inmunidad,

entonces, una terapia combinada con FT y una fuente de células
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inmunocompetentes (tal como trasplante de timo)} deberfa con-

siderarse (3, 110).

En el Sindrome de Nezelof, el cual se caracteriza por
una inmunidad celular ausente o deprimida asociada con un de-
fecto en la produccidn de anticuerpos; el uso de FT, ha indi-
cado en algunos de estos pacientes, una mejorfa clinica auna-
da al desarrollo de inmunidad mediada por c&lulas; mientras

que en otros pacientes, ningfin cambio ha sido notado (68, 110).

En pacientes con ataxia telangiectasia, la terapia con
FT ha sido también empleada (42, 99), y muchos pacientes con
este desorden hereditario, han respondido,desarrollando inmu-
nidad celular in vivo e in vitro; algunos de los mismos han
manifestado disminucibn de sus lesiones respiratorias por varios

meses después de la aplicacibn de FT.

Miscel&nea de Deficiencias Inmunes.~ Otros sindromes de de-
ficiencia inmune mediada por células, en los cuales, FT ha sido
ben&fico, se han descrito (69, 96, 9%). Una paciente presentd
recurrentes ulceras en piel, asociadas con fiebre y otros sin-
tomas sist&micos. La investigacibn acerca de su mecanismo de
defensa, reveld que éste era normal, excepto, por una inmunidad
medidada por c€lulas,deficiente, . El FT corrigib esta deficien-

cia y produjo marcada disminucibén de la enfermedad (118). En
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otros pacientes que también desarrollaron recurrentes ulce-
ras en piel, estudios de su sistema inmune manifestaron au-
sencia de inmunidad mediada por células y baja concentracidn
de IgA sérica, ademds de una falla en la formacidn de anti-
cuerpos contra la vacuna tifoide. Después de la terapia con
FT, sus lesiones se clarificaron y se desarrolls la inmunidad
celular, asi como tambi&n la habilidad para formar anticuer-
pos en contra del antigeno H de Salmonella, despu&s de la in-

munizacidn (8).

Un paciente de 55 afos de edad, habfa presentado psoria-
sis por mids de 25 afnos, la cual habfa sido recalcitrante al
tratamiento, empezd a recibir terapia con FT oral. Después
de una semana, se observd un remarceble cese de sus lesiones.
La respuesta continud con cuatro dosis mds. La mejoria clini-
ca se observd solo cuando FT fue administrado y no cuando é&ste
fue sustituido por un placebo de cloruro de sodio 0.15 M, FT
fue preparado de linfocitos del hijo del paciente, quien no

presentd psoriasis.

Lawrence, revisd los resultados de la terapia con FT en
pacientes con inmlnodeficiencias congénitas y encontrd, que
esta, tuvo efecto en la restauracién de la inmunidad mediada
por cé&lulas en 24 de 36 pacientes (66%), y estuvo asociada con
mejoramiento clinico en 16 de los mismos (44%). Aunque todos

esos estudios no fueron controlados y una relacibn entre la
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administracién de FT y la recuperacidn clfinica, no fue cla-
ramente establecida, el ensayo de la terapia con FT, en pa-
clentes con esos sindromes, es indicada cuando otras modali-
dades terapfuticas tales como, transplantes de mé&dula 8sea,

no son disponibles (96).

El FT ha sido también usado para tratar la deficiencia
de inmunidad celular adquirida en pacientes con malnutrici®n
calbrico-protéica; FT ha restaurado tal inmunidad y ha tenido
un efecto benéfico sobre las condiciones clinicas de los pa-

cientes (23, 33, 121).

B.-~ FACTOR DE TRANSFERENCIA EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

INFECCIOSAS.

La respuesta inmune celular juega un papel importante en
la resistencia y recuperacidén de enfermedades infecciosas, don
de el agente infectante, exhibe una preferencia por residir
dentro de células fagociticas mononucleares (69). En todas las
infecciones virales, la residencia intracelular es obligatoria
para la iniciacibén y propagacibn de la enfermedad (69). Las in-
fecciones bacterianas que son caracterizadas por un parasitis-
mo intracelular preferencial, son ejemplificadas por las infec~-
ciones por Mycobacteria (Tuberculosis, lepra), Salmonella vy

Brucella. La mayoria de las infecciones fGngicas sistémicas
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caen dentro de esta categoria, ejemplo de ellas son: coccidioci-

domicosis, histoplasmosis y moniliasis (51).

Este tipo de relacidn huésped-par&sito exhibe ciertas
caracteristicas, como: la multiplicacibébn intracelular, habili-
dad del microorganismo para resistir a la destruccidn y conse-
cuentemente, la residencia prolongada de éste dentro de la cé-~
lula (69). Muchos esfuerzos e intensa investigacién han sido
dirigidas hacia la elucidaci®n de la contribucién de la inmuniw-
dad celular para la recuperacibén de infecciones de este tipo.
Ha sido expuesto que las enfermedades de deficiencia inmune
primaria y los desordenes inmunolégicos secundarios producidos
por otras enfermedades asociadas o por terapia inmunosupresiva,
contribuyen en muchas ocasiones a una infeccién diseminada por
virus, hongos y bacterias con consecuencias fatales para el
huésped, a pesar de la terapia antimicrobiana apropiada (69).
El FT ha sido empleado para controlar estas infecciones y en
algunos pacientes ha tenido efectos benéficos (51, 69, %6, 100,

107, 123).

Infecciones Virales:

La infeccibn con virus de Epstein-Barr o Citomegalovirus,
induce la produccibn de cé&lulas T~supresoras (4,46). Esas célu-
las inhiben la activacifn policlonal de cé&lulas B, conduciendo

esto a una agamaglobulinemia y una persistencia de la enfermedad.
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El restablecimiento de esta infeccién depende de una funcién
normal y balanceada del Sistema Inmunolégico, particularmente
de la inmunidad mediada por células (4). Tomando como base es-
tos desordenes inmunolbgicos, el tratamiento con FT ha sido em-

pleado en estos padecimientos.

Un nifno con infeccibn combinada con virus de Epstein-Barr
y Citomegalovirus, que no tuvo respuesta linfocitica in vitro
a CMV (Citomegalovirus), estuvo sujeto a una terapia oral con
FT xenogénico (51). E1l FT fué obtenido de leucocitos de bovino

inmunizados con Mycobacterium tuberculosis atenuado. Un mes des-

pués de la inmunizacién, el animal tuvo reacciones fuertes a
tuberculina y a la vacuna de Rinotraqueitis. La reaccibn cru-
zada de virus de rinotraqueitis con citomegalovirus fue confir-
mada por similitud del DNA de ambos (51). la desaparicibn simul-
tinea de sintomas y la aparicién de una reactividad in vitro a
CMV dos meses después de iniciado el tratamiento, indicd un efec-
to directo de FT. La viruria recurrente ces6 después de que FT

fue administrado.

Tres infantes con infeccidn por citomegalovirus, fueron
tratados con FT, y después de dos dosis, sus cultivos urinarios
estuvieron libres de citomegalovirus (112). Aunque la terapia
con FT no condujo a un alivio completo de esos pacientes, se
sugiere que tal tratamiento'puede ser bénéfico en la prevencién

del desarrolleo de esta infeccibén.
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Un paciente con traéplante renal que recibié drogas
inmunosupresivas, desarrolld retinitis bilateral debida a
citomegalovirus. Respondid exitosamenge a la terapia con

FT (69).

La infeccibn con virus de Varicela-Zoster, es un gran
problema para los pacientes que reciben terapia inmunosupre-
siva. E1 FT, preparado de donadores convalecientes de Varice-
la, ha sido exitosamente usado en el tratamiento de tales pa-
cientes, en quienes, una disminucibén de la sintomatologia ha
sido simultdnea con respuestas evidentes de inmunidad celular

en contra del virus de Varicela-Zoster (69, 82, 103).

La Pneumonfa causada por virus de sarampibn se ha trata-
do acertadamente con FT en varios pacientes (96). La recupera-
cibn clinica ha estado asociada con el desarrollo de inmunidad
celular para el virus de Sarampibn. La panencefalitis escle-
rosante subcutinea, causada tambi&n por el virus de sarampidn,
generalmente es acompanada con una depresién de la inmunidad
mediada por c&lulas hacia dicho virus. Varios nifios con esta
enfermedad han recibido terapia con FT de donadores sensibles
al virus de sarampién (69,96). Los resultados han sido variables.
Tres de ocho nifios manifestaron restablecimiento clinico, el cual
ocurrib cuando aparecié inmunidad celular contra el Ag de saram-
pi6én. Sin embargo, otros tres pacientes, los cuales tambi&n

presentaron respuestas de inmunidad celular a dicho Ag, no me-~
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joraron en sus condiciones clinicas.

Estableciendo la hip6tesis de que la hepatitis activa
crbnica resulta de una deficiencia parcial de la inmunidad
celular hacia el virus de hepatitis, varias investigaciones
han estudiado el efecto del tratamiento con FT en pacientes
con hepatitis activa cr6nica (43), con la esperanza de que la
restauraci6n de la inmunidad celular contra el virus de hepa-
titis, conduzca al restablecimiento clinico del paciente. En
los primeros reportes del uso de FT en esta enfermedad, no se
indicaron efectos benéficos de tal terapia (43, 96). En un es-
tudio reciente, dos pacientes con hepatitis activa crénica B,
recibieron FT. Uno de ellos, tuvo evidencias quimicas de mejo-
ramiento, mientras que el otro nd (63). Otros seis pacientes
fueron tratados con una de dos preparaciones de FT; una espe-
cifica para el antfgeno de hepatitis y la otra inespecifica.
Uno de los tres pacientes tratados con FT-especifico, presenté
una correccién de su inmunidad celular, pero ningGn efecto cli-

nico fue notado (49).

En un estudio controlado de los efectos de FT sobre la
hepatitis activa crénica, unos pacientes, con esta enfermedad,
recibieron inyecciones de solucibn salina y otros de FT prepa-
rado de donadores quienes se hablan recuperado de hepatitis vi-

ral. Cuatro de los cinco receptores de FT mostraron moderada o
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marcada mejoria de su estédo clinico, asi como en sus prue-
bas bioquimicas e histoldgicas; mientras que en ninguno de
los cuatro pacientes que recibieron placebo, se not6 recupe-
racién. No hubo cambios significantes de inmunidad celular

tanto en el grupo placebo como en el que recibib6 FT (99).

La vaccinia diseminada y generalizada, es otra infec-
cién viral que ha sido tratada con lisado de leucocitos sen-
sibles al virus causante, y una répida regresidn de las lesio-
nes se ha observado, la cual, generalmente se acompana de una

inmunidad celular incrementada hacia el virus de Vaccinia (55).

Infecciones Micobacterianas:

Las micobacterias, causan infecciones en las cuales, el
organismo reside intracelularmente. La inmunidad mediada por
células, es el mecanismo de defensa més importante que limita
la difusidn del agente a través del tejido del huésped (69).

La lepra lepromatosa y la tuberculosis miliar, son dos enferme-
dades en las cuales se ha postulado como mecanismo patolbgico
principal, un defecto en la inmunidad celular en contra del Ag

infectante (69, 96).

Algunos de los primeros reportes del uso clinico de FT,

ha sido en el tratamiento de lepra lepromatosa (43, 69, 99).
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En un estudio controlade, 10 de 13 pacientes con esta enfer-
medad tratados con FT preparado de células sensibles e lepro-
min, desarrollaron hipersensibilidad cuténea de tipo tardfo

al Ag, la cual fue confirmada por exfmenes histol&gicos de
biopsias de los sitios de reaccibn. Tales reacciones aparecie-
ron en el dia 22~35 del tratamiento con FT y permanecieron
después de que &ste fue suspendido. Pacientes controles trata-
dos con quimioterapia, no presentaron esas reacciones. La te-
rapia con FT, estuvo asociada con un decremento en el nfimero
de micobacterias viables en las improntas de piel, y con un

restablecimiento clinico (96).

Un paciente con tuberculosis miliar ha sido exitosamente
tratado con mGltiples inyecciones de FT especifico para tuber-
culina. El paciente no habfa respondido a la terapia antituber-
culosa, hasta que FT fue adicionado a €sta. La respuesta a di-
cha terapia, estuvo asociada con reacciones positivas de hiper-~
sensibilidad retardada a tuberculina; produccifn de factor.inhi-
bidor de macr6fagos por los linfocitos del paciente y con res-
puestas de blastogénesis de éstos, cuando fueron estimulados
con tuberculina. La recuperacidn clinica ha sido sostenida en

el paciente (96).

Otras evidencias de la eficacia de ELD en el tratamiento

de infecciones por Mycobacterium intracellulare, han sido repor-
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tadas. Un paciente con esta infeccibn, presentaba respuestas
cutdneas negativas a PPD y cédndida. En el ensayo in vitro de
transformacidn blastoide, sus linfocitos no respondian al ser
estimulados con esos antigenos; un niimero reducido de linfoci-
tos T fue detectado; indicando estos par&metros una deficien-—
cia en la respuesta inmune celular hacia los antigenos en cues-
tidén. La terapia antituberculosa fue inefectiva. Repetidas ad-
ministraciones de ELD, obtenido de donadores que respondian po-
sitivamente a PPD y a cé&ndida, produjeron en el paciente una
restauracidén de su respuesta inmune celular a esos antigenos,

asi como un restablecimiento clinico (100).

Wilson y Fudenberg (123}, han efectuado un estudio sobre
el efecto de FT en una infeccibn pulmonar con Mycobacterium
fortuitum. E1 paciente no habia respondido a la terapia con
drogas antituberculosas y su evaluacidén inmunolégica indicd un
defecto Ag-selectivo de la inmunidad celular para este Ag. E1
paciente recibid una terapia con ELD conteniendo FT especifico
para PPD fortultum. Las cantidades administradas de ELD fueron
en proporcidén a la potencia de &ste, la cual fue evaluada por
medio del engayo de Inhibicibn de la Migracidn de Macréfagos,
Durante el curso del tratamiento, el paciente mostr6 recupera-
cidén clinica, y su respuesta positiva in vivo a PPD-fortuitum
se mantuvo con inyecciones profilfcticas de ELD cada 4-6 meses.

Se ha considerado que la seleccibn adecuada de donadores, asi
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como la determinacién de la potencia de FT en ELD, son dos
factores esenciales para obtener efecto benéfico de FT en
este tipo de enfermedades. Se ha propuesto también que para
la actividad inmunoterapé&utica de ELD son requeridas repeti-

das y suficientes cantidades de éste.

Infecciones Ffingicas:

El FT ha side- usado para tratar dos tipos de infeccio-
nes ffingicas, aquellas que son intensamente diseminadas, ta-
les como coccidioidomicosis e histoplasmosis y las superficia-
les que involucran piel y membranas mucosas, entre ellas, cén—

didiasis mucocutdnea crfnica generalizada (43, 69, 99).

Una imperfeccibn en la inmunidad mediada por cé€lulas ha
sido frecuentemente encontrada en pacientes con enfermedades
diseminadas severas, quienes no responden al tratamiento qui-
mico. Un reporte, describe a tres pacientes con coccidioidomi-
cosis diseminada que recibieron mGltiples inyecciones de FT es-
pecifico (41). Aunque los linfocitos de los tres receptores,
produjeron Factor Inhibidor de Macr6fagos en presencia de co-
ccidioidina; solo dos de esos pacientes tuvieron una remisién
de la enfermedad, la cual estuvo asocilada con respuestas posi-
tivas de hipersensibilidad cut&nea retardada. Otros 49 pacien-
tes con coccidioidomicosis severa también recibieron tratamien-

to con FT especifico para coccidioidina; 31 de ellos tuvieron
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un efecto favorable sobre.su enfermedad, aungue la recupe-
raci6bn estuvo claramente asociada con la terapia de FT en

21 de los pacientes (25).

En la histoplasmosis diseminada, la inmunidad mediada
por células, juega un papel central en la respuesta del hués-
ped a la infeccidn. El desarrollo de inmunidad celular a his-
toplasmina, es generalmente asociado con una remisifn de la
infeccibn. A pesar del violento curso de la enfermedad, muchos
pacientes han manifestado restauracidén clinica después de re-~

cibir mGltiples dosis de FT especifico. (24, 69, 96).

Un caso interesante de un paciente con histoplasmosis
crénica recurrente, asociada con enfermedad de Hodgkin, ha sido
reportado por Catanzaro y Spitler (24). El estudio de la inmu-
nidad celular del paciente indicé una falta de reactividad a
histoplasmina. Andlisis clinicos e inmunolégicos fueron reali-
zados durante el tratamiento con 19 dosis de FT, preparado de
un donador normal, con una severa respuesta celular a histo-
plasmina. Después de la administracibn de 8 unidades de FT, fue
demostrada una transferencia de inmunidad celular por las prue-
bas cut&neas de HR; por el ensayo de transformacifbn de linfoci-
tos y por la liberacibn de MIF. Sin embargo, esta inmunidad ce-
lular no fug sostenida y repetidas dosis de FT fuexon necesarias
para mantener la reactividad. El paciente aparentemente se libe-

r6 de la infeccibn, pero finalmente muridé de histoplasmosis. La
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enfermedad de Hodgkin, probablemente influy® para impedir
un restablecimiento total. No ge conoce como influye la en-
fermedad de Hodgkin en la accién de FT. Los pacientes con
esta patologfa presentan defectos en la inmunidad celular
(24) . La importancia clinica de este defecto es aparente
cuando es analizado el curso de una infeccibn intracelular

en tales pacientes.

En el tratamiento de candidiasis mucocut&nea crbnica,
el FT ha sido también ampliamente usado (69, 96, 99). Céndida
albicans, un hongo oportunista, puede causar una infeccibn
diseminada en individuos debilitados que presentan una inmuno-
deficiencida a cédndida, manifestada como ausencia de una res-

puesta de HR, asf como de muchos par&metros in vitro (96).

En un reporte reciente, Lawrence, cita la experiencia
con 25 pacientes con candidiasis mucocut&nea crénica resis-
tente a quimioterapia, quienes fueron tratados con FT especi-

fico para Candida albicans. Todos los pacientes presentaron

anergia a este microorganismo antes de la terapia con FT. 21
de ellos presentaron respuesta inmune celular a céndida des-
pués del tratamiento; pero sb6lo en 14 (56%), la terapia erra-—
dicé la enfermedad o prolongd la mejorfa clinica. Uno de los
pacientes, ha recibido FT por 9 afos sin presentar efectos co-
laterales; ha permanecido libre de lesiones cuténeas, manifes-

tando lesiones orales, sBlo cuando el periodo entre las inyec-.
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ciones de FT es prolongado (96).

Una paciente con candidiasis cut8nea generalizada, no
presentaba respuestas de HR a una bateria de antigenos, en-

tre ellos Candida albicans. Después de recibir FT cé&ndida es-

pecifico, las lesiones en piel desaparecieron, y en general,

las condiciones clinicas del paciente mejoraron (99).

La respuesta de los pacientes con candidiasis mucocuta-
nea cxrdnica, no puede predecirse, sin embargo, en pacientes
con la forma granulomatosa de la enfermedad, se han obtenido

mejores resultados (96).

Enfermedades Parasitarias:

Una de las enfermedades parasitarias, en la cual una
apropiada réspuesta inmune celular del huésped es importante
para el restablecimiento, es la Leishmaniasis cut@nea (30,115).
La terapia combinada con ELD Ag—especifico y quimioterapia,
ha mejorado las condiciones clinicas de pacientes con esta en-

fermedad. (30, 115).

Delgado y Romano, (30) trataron con ELD a 7 pacientes
con Leishmaniasis cutdnea que presentaban inmunodeficilencia
celular al antfgeno de leishmania. E1 ELD fue obtenido de dona-

dores sanos que previamente habfan manifestado leishmaniasis,
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los cuales presentaban reacciones positivas de HR y de blas-

togénesis de linfocitos para el Ag especifico. Los pacientes

recibieron FT antes de la administracién de la droga de elec-
cibén y despu&s de &sta. Cuatro de ellos obtuvieron mejoramien-
to clinico e inmunolégico. Los otros tres, en quienes el s{n-
drome tipico de leishmaniasis cutfnea difusa habfa estado pre-
sente por mids de 10 afios, ningln alivio clinico o inmunolégi-
co pudo ser observado. Posiblemente en estos pacientes, el de-
fecto inmune celular, era ya muy severo, y la completa restau-
raci6bn de la competencia inmune con la terapia de FT, no fue

posible; o quizds, en leishmaniasis cutfnea de larga duracién,

se requieran dosis prolongadas de FT.

Sharma y col., reportaron una completa restauracidn de
tres pacientes con leishmaniasis administrando FT Ag-especifi-

co por un largo perfodo. (98).

C.~ FACTOR DE TRANSFERENCIA EN LA INMUNOTERAPIA DEL CANCER.

Ademis de su uso en restaurar la inmunidad mediada por
c€lulas en pacientes con deficiencia inmune y en aquellos con
severas enfermedades infecciosas, el FT ha sido empleado para
tratar pacientes con tumores (27). Su uso ha sido fundado sobre
el concepto de gque tumores malignos, representan un aloinjerto

que evade las respuestas de la inmunidad celular (27). Asi, el
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uso de FT en estos estados patoldégicos, es con el propbsito
de restaurar dicha inmunidad, conduciendo de esta manera al
rechazo del tumor. F'T' es usualmente obtenido de individuos de
quienes se supone poseen una inmunidad a los antigenos especi-
ficos del tumor. Los donadores son generalmente familiares del
paciente, gquienes presentan una gran asociacidén fisica con
éste; o bien, de pacientes que se han recuperado de c&ncer

(34, 96).

El melanoma maligno es uno de los pocos tumores, en el
cual, estudios 1n vitro rigurosamente controlados, han demos-
trade la presencia de antigenos de superficie celular. Este
tipo de tumores ha sido uno de los primeros en el que la te-
rapia con FT se ha empleado (20). En un estudio inicial, el
extracto dializable de leucocitos (ELD}), fue preparado de_un
donador que habia sido sensibilizado a los supuestos antige-
nos del tumor del paciente. Después de una inyeccién de ELD,
el paciente desarrollé una respuesta inflamatoria en el sitio
del tumor metastfsico y un rechazo de los nédulos tumorales
én la piel (20). En otro estudio, 9 pacientes con melanoma
fueron tratados con FT preparado de familiares de los pacien-
tes. Uno de los 9 respondibé con desarrollo de transformacién
de linfocitos en presencia de sus antigenos tumorales y con
regresidn del melanoma (75). Otros investigadores, usando FT

preparado especificamente contra los tumores de los pacientes
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con melanoma, o bien, de miembros de la familia de &stos,

notaron una regresifn del tumor en 7 de 21 pacientes. (96)

En adicibn a un adecuado tratamiento quirGrgico de la
lesi6n primaria en melanoma maligno, una variedad de terapias
adyuvantes, entre ellas inmunoterapia, han sido empleadas pa-
ra prevenir el desarrollo de tumores recurrentes (27). La fa-
cilidad de administracidn y ausencia de efectos colaterales,
hacen a PT un agente inmunolégico ideal para ensayos experimen-

tales en pacientes con esta enfermedad (75).

Después de la terapia quir@irgica, 100 pacientes fueron
tratados con FT obtenido de donadores normales. 91 permanecie-
ron libres de la enfermedad, mientras que 9 desarrollaron me-
lanomas recurrentes, muriendo uno de ellos. Al mismo tiempo,
en otro grupo de 46 pacientes, quienes no recibieron ninguna
terapia adyuvante despu&s de la cirugia, la recurrencia de la
enfermedad fue desarrollada en 11 pacientes, de los cuales 6
murieron. Los resultados indican que el indice de sobrevivencia
fue mayor en aquellos pacientes que recibieron FT, y sugieren,

por lo tanto un efecto benéfico de &ste (15).

Se ha considerado la posibilidad, de que grandes dosis de
FT sean necesarias para que €ste cause la regresibn de tumores.

(15, 57). Un estudio diseifiado por Khan (57), explora los efec~
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tos de estas dosis en dos.pacientes con melanoma maligno,
investigando, ademds la consecuencia de tal tratamiento so-
bre la respuesta inmune. En uno de los pacientes, una reduc-
cibn del difmetro del tumor fue confirmada, mientras que en
el otro, ningGn efecto antitumoral fue observado. En lo que
se refiere al efecto que estas dosis tuvieron sobre la res-
puesta inmune, fue notorio que algunas de las reacciones de

HR fueron inhibidas, mientras que la reSpuesta de linfocitos

a fitohemaglutinina asi como el nGmero de células de rosetas,
fueron aumentados.

Otras cinco pacientes con c&ncer de seno, fueron trata-
das con cantidades elevadas de FT preparado de donadores nor=—

males. Solo una de las cinco pacientes, mostrS una temporal y

parcial regresibn del tumor (85).

Los resultados de estos estudios, sugieren que la admi-
nistracién de grandes dosis de ELD, puede llevarse a cabo sin

ningn riesgo, pero quiz&, no sea este el factor principal pa~

ra la regresién de tumores.

Varios investigadores (43, 75, 96), han reportado resta-
blecimiento clinico de pacientes con Sarcoma Osteogénico, quie-
les recibieron terapia con FT obtenido de leucocitos de sus fa~-

niliares gue presentaban inmunidad celular contra los antigenos

jel tumor del paciente. En algunos de esos pacientes las reci-
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divas de la enferiiedad no han sido manifiestas.

FT ha sido también empleado con efectos clinicos ben&-
ficos en el tratamiento de linfosarcomas, carcinomas renales

y adenocarcinomas de colon (75, 96).

Debido a que se cree gque el desarrollo de carcinoma
nasofaringeo estd asociado a infecciones con virus de Epstein-
Barr, Goldenberg y Brandes (37), prepararon FT de adultos nor-
males que se habian recuperado de mononucleosis infecciosa vy
presentaban anticuerpos contra el virus de Epstein/Barr. Este
FT fue administrado a dos pacientes con carcinoma nasofaringeo,
que no habian respondido a la terapia regular. La regresién del

tumor fue notada solo en uno de ellos.

La experiencia - del uso de FT, en el tratamiento de tumo-
res malignos,lha mostrado efectos benéficos limitados. Sin em-
bargo, tales efectos han ocurrido en varios pacientes que no
han respondido a otro tipo de terapia. Es aparente que el papel
de FT en el tratamiento de clncer no ha sido bien definido, y
que experimentos adicionales incluyendo estudios controlados

bien disefiados son necesarios para establecer este papel.
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D.~ FACTOR DE TRANSFERENCIA EN ALGUNAS ENFERMEDADES AUTQINMUNES.

La investigaciftn del uso clinico de FT ha sido extendi-
da a enfermedades en las que la autoinmunidad puede ser de im-
portancia etioldgica. Sobre la base de que la autcoinmunidad es
atribufda a una actividad excesiva o anormal por parte de las
células efectoras o bien de células supresoras, se ha conside-~
rado que el Extracto de Leucocitos Dializable, problablemente
contribuya a restaurar el equilibrio inmunol&gico, ya gue hay
evidencias de que el ELD contiene diversos residuos que pueden

actuar sobre diferentes subpoblaciones de c&lulas T (2).

Muchos virus estén siendo implicados en varias enfermeda-
des autoinmunes y ha sido demostrado que FT induce la produc-
cidn de Interferbn, siendo este otrc mecanismo por el cual el

FT puede ser efectivo en estas enfermedades (2, 96).

En la edad avanzada, una enfermedad en la piel caracteri-
zada por la aparicidn de penfigoides, esta asociada con un de-
soxden autoinmune (56, 87). 3e producen anticuerpos en contra
de la sustancia intercelular de las células epiteliales. La
administracidn de FT, ha sido benéfica en el tratamiento de
esta afecci6n. {43, 56). Un paciente con pénfigo recibid FT ob-
tenido de donadores normales. Los estudios inmunolégicos inicia-

les del paciente, revelaron una cuenta baja de linfocitos, nive-
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les de inmunoglobulina E (IgE) aumentados:; la respuesta
blastogénica de linfocitos al mit6geno de fitolaca (mitb-
geno de cé&lulas B), fue normal, mientras éue la respuesta

a fitohemaglutinina (mitégeno de células T) estuvo dismi-
nuida, sugiriendo tales datos, que el paciente presentaba
una funcidén danada de cé&lulas T. Un mejoramiento clinico

fue obsexrvado con la terapia de FT, el cual fluctub con cam-
bios en la frecuencia de las inyecciones (56). Las lesiones
en piel desaparecieron; la funcidn de c€lulas T se restaurd
y decrecid el tftulo de IgE. Ninglin efecto colateral atri-

buible a FT fue notado.

En el tratamiento de esclerosis mGltiple, FT ha sido
también empleado, ya que se considera que en esta enfermedad
existe una disfuncién inmunolbgica, la cual puede manifestar-
se come un defecto inmune en contra un antfgeno especifico,
posiblemente un virus, o bien, como un fenSmeno de autoinmu-
nidad (12, 66, 116, 117). Si se asume, que una anormalidad en
la funcibn de células T supresoras puede contribuir a la ex-
presifn de autoinmunidad y que un defecto en la funcibn de cé-
lulas T efectoras puede resultar en la persistencia de una in-
feccibén viral; el uso de FT, es razonable en esta enferﬁedad,
ya que este tiene la capacidad de restaurar la reactividad in-

mune celular.
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En un ensayo recientemente reportado, 58 pacientes
con esclerosis mGltiple, fueron divididos en dos grupos
iguales, uno de los cuales recibid FT, mientras que el
otro recibid placebo. FT fue obtenido de leucocitos dona-
dos por familiares de los pacientes, quienes presentaron
una alta respuesta inumne a los virus de sarampibén y para-—
influenza. Despu&s de 18 meses de terapia con FT, los pa-~
cientes con un grado moderado de afeccibn, tuvieron un lige-
ro mejoramiento clinico, en comparacidn con el grupe placebo.
Este efecto no fue visto en pacientes con severo dafio inicial.
A pesar del gran nfimero de pruebas inmunoldgicas efectuadas
a los pacientes, ninguna transferencia de funcién inmune fue

demostrada (12).

Otro reporte presentado por Behan y Melville (32) indi-
ca, que ninguna evolucidn clinica favorable fue observada en
30 pacientes con esclerosis mfiltiple, tratados con FT durante
3 meses. Cuarenta y ocho pacientes de Copenague y cincuenta y
ocho de New York fueron tratados por 16 y 12 meses respecti-—
vamente con FT. Ninguno de los dos ensayos confirmé la remi-

sién de la enfermedad (14).

lLos estudios existentes enfatizan, que el tratamiento
con FT, debe ser prolongado, y que es mds probable obtener

beneficio en el iniclio de la enfermedad. (12,14,32,117).



- 125 -

En base a una reciente teorifa sobre la patogénesis
de artritis reumatoide, la cual propone un defecto en 1la
regulacién de la inmunidad celular, el tratamiento con FT
ha sido aplicado en esta enfermedad con el propb6sito de co-
rregir los desordenes inmunolfgicos. Sin embargo, en varios
estudios controlados, ninguna diferencia ha sido obtenida
entre los grupos controles y aquellos que recibieron FT

(43, 96, 99).

El-efecto de la terapia con FT, ha sido reportado tam-
bién en enfermedades donde una concentracién elevada de IgE es
caracteristica, tal es el caso de dermatitis atépica (1, 109,
113). Estudios efectuados en estos pacientes han revelado
ademds, una disfuncifn en la inmunidad celular (45, 50}. Inves
tigaciones en modelos animales sugieren que las c&lulas T
supresoras estin involucradas en un control no especifico de
la produccibn de IgE (50). Katz y col. (54), demostraron que
niveles incrementados de IgE pueden ser disminuidos a través

de la transferencia pasiva de timocitos o c&lulas T esplénicas.

La influencia de FT sobre el nivel de anticuerpos IgE,
asi como sobre la funcibén de las c&lulas T en pacientes con
dermatitis atépica, ha sido analizada (1,50). Diversas publi-
caciones presentan resultados variables. Thulin y col. (113)

no encontraron ning@n beneficio in vivo ni in vitro de FT en
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pacientes adultos. Jarisch y col. (50) evaluaron el efecto

de la administracidn de FT sobre: la poblacién de linfocitos
formadores de rosetas; la respuesta a fitohemaglutinina de
linfocitos; la concentracién de IgE en suero; asi como tam-
bién sobre el estado clinico de pacientes con dermatitis até-~
plca. Antes de la terapia, los par&metros mencionados presen-
taban niveles bajos, excepto la concentracidén de IgE, la cual
estaba aumentada. El m&s extraordinario efecto de FT fue la
disminucifén de IgE en 8 de 10 pacientes, observandose con ma-
yor eficiencia en aquellos gue presentaban niveles muy elevados
antes de la terapia. Algunos pacientes de un grupo control tu-

vieron un decremento de IgE con menor intensidad.

Parece probable que el decremento en log niveles de IgE
atribuido a FT, pueda estar relacionado con un incremento en-la
supresidén inmunolbgica. En contraste con los resultados in vi~

tro, cambios clinicos importantes no fueron demostrados.



VI.~ CONCLUSIONES .



- 127 =~

ViI.-CONCLUSIONES

El Factor de Transferencla, es un término empleado pa-
ra designar el material dializable extraido de leucocitos, el
cual es responsable de la transferencia especifica de sensibi-
lidades dérmicas, de un donador sensible a un receptor no sen-
sible. A tal material corresponde un peso molecular inferior a
10 000 daltons, resistente a la actividad de DNpasa, RNAasa,
tripsina pero nd a la de pronasa; no induce respuesta humoral
ni celular en contra de si mismo. Un modelo tentativo de la mo-
lécula incluye, la presencia de purinas, ribosa, un enlace fos-
fodiester y de un péptido, sugiriendo que el FT est& compuesto

‘de polinuclebétidos asociado a un péptido especifico.

El dializado de leucocitos conteniendo actividad de FT,
presenta otras actividades biolégicas especificas o inespecifi-
cas tanto in vivo como in vitro, tales como, contribucidn en la
maduracibn de c&lulas T y en la regeneracidn de receptores de
membranas de dichas células; estimulacidn generalizada de ele-
mentos del sistema reticuloendotelial; efectos sobre la migra-
cién de macrb6fagos y blastogénesis de linfocitos; incremento en
la concentracién de GMPc intracelular. La existencia en ELD de
miltiples componentes, explica las diversas actividades de é&ste

sobre ia inmunoregulacidén en subpoblaciones de linfocitos T.
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La reputada especificidad de la transferencia de Hiper-
sensibilidad Retardada, separa a é&sta, de otras actividades de
ELD. Sin embargo, no queda excluida la posibilidad de que el
componente responsable de la transferencia dérmica, participe

en los otros efectos atribuidos a ELD.

El aislamiento y caracterizaci6n de cada uno de los com~-
ponentes del Extracto de Leucocitos Dializable, asi como el es-
tudio de las bases moleculares de la respuesta inmune celular,
son dos aspectos importantes y necesarios para conocer el me-

canismo de accibén de FT.

El FT puede ser considerado un agente inmunoterapéutico
para ser usado en pacientes con enfermedades en las cuales un
defecto en la inmunidad celular ha sido detectado. Ha sido be-
néfico en el tratamiento de algunos pacientes en los cuales te-
rapias tales como, trasplantes de médula 6sea no son disponibles.
En el presente, el papel de FT en el tratamiento de cénceres
estd ain en fase de investigacibn. Labfuncién de FT en medicina
clinica, serd dependiente de los trabajos de investigacidén que
conduzcan a la estandarizacidén de los métodos de preparacibn de
FT; delineacifn de sus propiedades fisicas y quimicas; desarrollo
de un ensayo reproducible, y de los resultados de estudios bien

controlados de su eficacia clfnica en las enfermedades mencionadas.
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ViiI.-COMENTARTIO

Son muchas las controversias que existen en torno al
Factor de Transferencia. Su propia existencia se ha puesto en
duda. Se han formulado interrogantes tales como, si el FT ver-
daderamente transfierec Hipersensibilidad Retardada o actGa sim-
plemente como un adyuvante para desencadenar la respuesta celu-
lar. Una diversidad de versiones existen con respecto a esta
interrogante, mismas que se han derivado de la variedad de di-
sefios experimentales. Sin embargo, la mayoria de tales experi-
mentos afirman que FT es capaz de transferir HR de un modo es-
pecifico. Por otro lado, si es un componente o varios los res-
ponsables de esta actividad, es otro aspecto que permanece aGn
controversial. La no uniformidad en los m&todos de separacién y
fraccionamiento de ELD, conduce a aislar componentes wvariables.
La presencia en ELD de un polipéptido, ha sido una hipétesis
atractiva, ya que con los aminodcidos contenidos en éste, se
podrian generar mGltiples combinaciones requeridas para la espe-
cificidad. Por otro lado, la existencia en FT de ribosa, puri-
nas y enlaces fosfodiéster con un grupo 3'hidroxilo libre, su-
gieren que en FT, estd presente también un nucléotido de RNA,
el cual podria estar involucrado en la regulacifn de algunas res-

puestas de inmunidad celular.

Es dificil pensar que FT represente o contenga estructu-

ras antigénicas, ya que no desencadena ninguna respuesta inmuno-
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186gica en contra de s{ mismo.

Las controversias en relacibén a su estructura y meca-
nismo de accibn quedardn descifradas cuando un claro y amplio
conocimiento de las bases moleculares de la respuesta inmuno-~
l6gica sea alcanzado, ademé@s del logro de experimentos muy bien
disenados, es decir, controlando todas las variables existentes

en el estudio de FT.

A pesar de las controversias de FT, su aplicacidn en el
drea clinica va en expansidédn. A medida que FT sea mis y mejor

conocido, un mayor provecho podré& ser obtenido de éste.
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