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R E S U M E N 

"Tisuloterapia" (empleo de tejidos con fines terapéuticos). Fue un 

método empleado a principios de siglo para el tratamiento de diversas e~ 

fermedades. Filatov propuso que la utilización de tejidos administra-­

dos a un organismo le conferfan protección contra patógenos, por lo 

cuál sugirió que estos tejidos poseían actividad biológica terapéutica. 

l.or. e 1 objeto de determinar 1 a acción que ejercen 1 os extractos de hí ga­

do y bazo de cerdo sobre e 1 incremento de peso y 1 a res pues ta inmune 

humoral de ratones; para lo cuál se formaron 4 lotes de 16 ratones cada 

uno tratándose por lote de la siguiente manera: 4 tratados con 100 ul de 

extracto de hígado (BH), 4 tratados con 100 ul de extracto de bazo (BB), 

4 tratados con PBS pH 7.2 y 4 sin ningún tratamiento. Se les suministra­

ron las dosis subcutáneamente una vez por semana durante tres semanas. 

Posteriormente se inoculó dosis única IP de eritroc.itos de borregos (EB) 

al 20% (V/V) pH 7.2, sacrificandose a los ratones a O, 3, 5 y 7 días pos_! 

inmunización de EB; ensayándose las células formadoras de anticuerpos 

Anti-EB (FCE) placas de Cunningham). Al día tres postinmunización con 

EB se observó el pico máximo en el número de CFP. la media del grupo 

tratado con BH fue 673 (! 104 EE), la de los tratados con BB fúe 296 

(!: 53 EE) y la del grupo con PBS 92 (:!" 14 EE). la diferencia en el núme­

ro de CFP entre los grupos tratados con BH y BB con respecto al tratado 

con PBS fue altamente significativa (P < 0.001). No se observaron dife-­

rencias estadísticas con respecto al peso entre los grupos tratados y el 

testigo. los resultados de este trabajo sujieren que los extractos de 

hígado y bazo de cerdo tienen un efecto inmunopotenciador sobre el sistema 

inmune humoral de ratones, no teniendo efecto sobre el incremento de peso. 
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ABREVIACIONES 

Ag Antígeno 

Ac Anticuerpo 

BAF Factor activador de células B 

BB Extracto de bazo de cerdo (biógeno de bazo) 

BCG Bacilo de Calmette-Guerín 

BDF Factor de· diferenciación de células B 

BH Extracto de hígado de cerdo (biógeno de hígado) 

CFP Célula formadora de placa 

Coa Concanavalina A 

DEAE Dietilaminoetilcelulosa 

DNA Acido desoxinucleico 

EB Eritrocitos de borrego 

EGF Factor de crecimiento epidérmico 

FAL Factor activador del linfocito 

FCCT Factor de crecimiento de las células T 

FGF Factor de crecimiento del fibroblasto 

FTS Factor tímico sérico 

HP-1 Pico 1 cooperador 

IGF-1 Factor de crecimiento semejante a la insulina 

IL-1 Interleucina 1 

IL-2 lnterleuci na 2 

INIFAP - SARH. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y 

Agropecuarias, dependiente de la Secretaría de Agricultu­

ra y Recursos Hidráulicos. 

IP Intraperitoneal 

IRD Inmunodifusión radial doble 



KHF Factor cooperador de células asesinas 

LAF Factor activador del l infocit<> 

LPS Lipopolisacári do 

HAF Factor activador de los macrófagos 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 

MIF Factor inhibidor de la migración de los macrófagos 

MP Proteína mitógena 

HSA Factor de actividad estimulante' 

MVE Anhídrido divinil eter maléico 

NK Célula asesina natural 

PBS Solución arr.ortiguadürü de f~Sfi1tos 

PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

PHA Fitohemaglutinina 

PPD Derivado purificado de 1 a proteína (tu be rcul i na) 

Qx Ubi qui nona 

R~A Acido ribor.uclcico 

SCIF Factor estimulador de células citotóxicas secundarias 

sos Dodecil sulfato de so di o 

SGF Factor de crecimiento derivado del sarcoma 

SSF Solución salina fisiológica 

TCGF Factor de crecimiento de células T 

TNF Factor nitrógeno de timocitos 

TRF-III Factor III de reemplazo de linfocitos T 

TRFM Factor de reemplazo de linfocitos T derivado de macrófagos 

TRFT Factor de reemplazo de linfocitos T derivado de cultivos de 

1 i nfoci tos T 
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!.- INTRODUCCION 

1.- Semblanza histórica 

La "Tisuloterapia" (La doctrina de los estimulantes biógenos), fue 

un método propuesto por Filatov en el año de lg33 (2i), para el trata-­

miento de diferentes enfennedades el cual adquirió gran difusión en la 

Unión de Repúblicas Socialistas Soviéticas (URSS) y poco, si no es nada, 

en el mundo occidental. 

Fundamentalmente la "Tisuloterapia" consiste en el empleo, con fines 

terapéuticos, de tejidos que se encuentran en estado de supervivencia, 

es decir, en proceso de vida disminuida o retardada. 

La idea de que tales tejidos conservados poseían actividad biológica 

terapéutica surgió durante la solución de un problema de extraordinaria 

importancia: la lucha contra la ceguera y la invalidez, consecutivas a 

la opacidad de la córnea (21). 

Inicialmente la realización de un transplante de córnea de un dona-­

dor a un receptor solucionaba el problema; pero muy pronto, surgió una 

nueva dificultad: era insuficiente el número de ojos de los que fuese 

posible extraer una córnea. Además era pequeña la cantidad de ojos ex-­

ti rpados a enfermos con motivo de afecciones graves de este órgano y las 

córneas de los ojos de los animales no eran utilizables~ 

Mientras tanto el número de personas que requerían un transplante 

ascendía en el mundo a varios millones. Surgió entonces la idea de uti-

1 izar ojos de cadáveres. Anteriormente algunos oculistas habi an empleado 

la córnea de ojos de cadáveres, pero los resultados no habfan sido alen­

tadores, hubo que abordar de una forma nueva este problema; en primer 
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t~rmino se estableci6 que no era indispensable extraer el ojo del cada-­

ver inmediatamente después de su muerte, sino que esto podía hacerse 

transcurridas algunas horas, con la particularidad que tales órganos pu­

dieran conservarse durante varios dfas en locales fríos (a la temperatu­

ra de 3 a 4ºC sobre cero) (21). Secundariamente se comprobó que las 

córneas procedentes de cadáveres injertaban magníficamente en los orifi­

cios de la opacidad corneal. De esta manera se descubrió una rica fuen­

te de material para injerto de cornea, con lo que la operación pudo pra.!:_ 

ticarse a gran escala. 

Por otra parte, se sabía que el crecimiento interrumpido de los cul 

tivos envejecidos podía estimularse de nuevo sembrando en éstos otro 

trozo de tejido de la misma especie histológica y zoológica. Se corta-­

ron capas superficiales de la opacidad corneal en un reducido espacio 

cerca del injerto enturbiado y se implantó, en el defecto corneal, un 

nuevo trozo de las capas superficia1es de l~ córnea humana, de similar 

tamaño. Este método de transplante dió notables resultados. 

Todas las conclusiones obtenidas por Filatov le permitieron hacer 

la primera generalización importante, que constituyó el fundamento de la 

hipótesis del tratamiento de tejido separado del organi~1 ... :i para su 

transplantaci6n, tanto si es de origen autónomo o heterogéneo (es decir, 

del propio enfermo, de otro individuo o de otro animal), al ser manteni­

do a baja temperatura se encuentra en estado de supervivencia (21). 

En tales trozos de tejido separados del organismo, se suspende la 

circulación sanguínea y, por lo tanto, la nutrición de las células; la 

respiración tisular se dificulta extraordinariamente, se perturba la 

inervación y por consiguiente, se altera el trofismo. Además, aunque 
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la temperatura baja defiende en cierto modo al tejido conservado de la 

influencia de los microorganismos, inhibe al mismo tiempo todos los pro­

cesos bioquímicos que operan en el tejido a temperatura más elevada, 

mientras no se separe del organismo. Al encontrarse en este nuevo esta­

do cualitativo y adaptarse a las nuevas condiciones de su existencia, el 

tejido libera o produce sustancias especiales, que poseen propiedades 

curativas (21). 

Hay muchas razones para admitir que el tejido separado del organis­

mo y conservado en frío se reorganiza bfoquímicamente, originando cier-­

tas sustancias que, en las citadas condiciones desfavorables, estimulan 

sus procesos vitales; por lo que se puede llegar a la siguiente conclu-­

sión: 

"Cualquier tejido humano o animal, separado del organismo y manteni­

do en condiciones desfavorables, pero que no causen su muerte, sufre una 

transformación bioquímica y genera sustancias especiales, los estimulan-­

tes bi ógenos, que mantienen 1 as reacciones vi ta 1 es de 1 os tejidos que 

1 as producen". 

2.- Tejidos y órganos empleados frecuentemente en la "Tisuloterapia". 

Entre los más frecuentemente usados se tienen: 

a. Piel 

b. Músculos 

c. Bazo 

d. Testículo 

e. Cerebro 

f. Nervios 

g. Sangre 
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h. Hígado 

i. Cuerpo lúteo 

j. Glándula mamaria 

k. Membrana coroides 

1. Placenta 

De los órganos y tejidos antes mencionados se tiene un mayor conoci­

miento del hígado (67), bazo (21) y hemolizado o sangre (4, 28, 30, 31, 

6 y 68). 

3.- Fundamentos teóricos de la "Tisuloterapia" (21). 

Los postulados· fu~~dmentales, base teórica del método tisuloterapéu­

tico, se reducen a los ocho puntos siguientes: 

a).- Los tejidos animales o vegetales, separados del organismo, al 

someterse a la influencia de un medio que dificulte sus procesos vitales, 

sufren una alteración bioquímica, merced a la cua1 se forman en di ch os 

tejidos sustancias estimulantes de sus procesos bioquímicos. Estas sus­

tancias, que facilitan a los tejidos el mantenimiento de sus procesos vi­

tales en condiciones desfavorables, fueron denominadas por Filatov "Esti­

mulantes biógenos" o más concretamente "Estimulantes de origen biológico". 

b).- Los estimulantes biógenos al ser introducidos Pn un organismo 

por una u otra vía (implantación, de tejidos enriquecidos con ellos o me-­

diante la inyecci6n de sus extractos), activan en éste los procesos vita­

les. Al incrementar el metabolismo del organismo intensifican sus fun-­

ciones fisiológicas, aumentan su resistencia los factores patógenos y re­

fuerzan las propiedades regenerativas. 

c).- Los estimulantes biógenos también se originan en el cuerpo ín­

•gro durante los procesos de su alteración bioquímica, cuando a~uel se 
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biógenos constituyen, por su naturaleza. seguramente un complejo siste­

ma de sustancias: de ese complejo se han separado algunos componentes 

que pueden incluirse en los siguientes grupos de ácidos orgánicos: 

;_Al grupo de los ácidos dicarbónicos alifáticos. 

ii. Al grupo de hidroxiácidos dicarbónicos de la misma serie. 

iii. Al grupo de hidroxiácidos y ácidos aromáticos no saturados. 

iv. Al grupo de los ácidos aromáticos de peso molecular elevado. 

NOTA: La anterior información fue tomada del libro "la Tisuloterapia" 

de V.P. Filatov (21), la cual es la única disponible en el mundo 

occidental sobre los estimulantes biógenos. 

{6) 
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II.- INMUNOMODULACION 

El sistema inmune es un sistema homeostático muy complejo formado 

por una red de células que interactúan entre si; es esencial .para la vi­

da. le permite a los seres vivos preservar su identidad. Para sobrevi-­

vir, un organismo necesita distinguir entre las moléculas propias y las 

extranas, a fin de aceptar las primeras y rechazar las segundas. En al­

gunos estados, como cuando penetran desde el exterior organismos extra-­

nos, o en el curso de mutaciones somáticas, el sistema inmune funciona 

para descubrir y destruir componentes que podrfan lesionar la integridad 

del organismo. Sin embargo, algunos trastornos del sistema no permite 

una función óptima y, por lo tanto. la enfermedad maligna o la infección 

eliminan al organismo. En tales casos es necesario intentar potenciar 

1a función inmu::::? para ayudar al huésped con cáncer u otra enfermedad a 

combatir la invasión del agente agresor. Pero, como ocurre en la mayor 

parte de los sistemas biológicos, la inmunidad es una arma de dos filos. 

Como protege al organismo de invasores extraños, también combate injertos 

de órganos y médula ósea que pueden estar salvando al paciente en situa­

ciones clinicas que ponen en peligro su vida. En estos casos, el siste­

ma inmune debe suprimirse para permitir que los injertos pasen a formar 

parte del organismo (3, 18 y 23). 

A).- INMUNOPOTENCIACION. 

Una de las modalidades más nuevas y más excitantes en la terapéutica 

en el campo de la inmunologfa es la inmunopotenciación. Puede definirse 

como el aumento de las respuestas especificas o inespecificas del huésped 

"J•·acias a una serie de sustancia!: biológicamente activas. 

Los descubrimientos de inmunología básica que han permitido distin-
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guir sistemas que operan por la via de los linfocitos T o linfocitos B, 

además de una serie ue observaciones clinicas. han establecido los con­

ceptos fundamentales de estimular la capacidad del huésped inmunológica­

mente depriwido para responder a los antígenos tUlllOrales o antígenos 

de otros agentes infecciosos. Este proceso puede actuar aumentando o 

restablecinedo el sistema inmunológicamente comprometido e incluye me-­

canismos especificos e inespecificos y puede utilizar tanto la inmuni-­

dad activa como la pasiva. Actualmente se insiste en el empleo de la 

· inmunopotenciación y de la estimulación del siste!!l<I inmune del huésped 

contra su propia neoplasia (3). 

l.- lnmunopotenciación especifica. 

Utilizando el conocimiento de que los tipos celulares que intervi~ 

nen en las respuestas inmunológicas a antigenos extraños actúan de man~ 

ra muy especifica. se estan ensayando métodos que puedan transferir o 

conferir especificidad inmune al huésped. y utilizarse contra su propio 

tumor {3. 23). 

Aunque se están empleando diversos métodos. to<las se hayan en etapa 

experimental y de ensayo clínico. Entre los materiales utilizados están 

el factor de transferencia y RMA-inmune. Estas sustancias tienen una 

ventaja sobre la transferencia adoptiva de células del huésped recupe­

rado al paciente portador de un tumor, pues asi se eliminan los proble­

mas de una posible reacción de injerto-contra-huésped. por los linfoci­

tos inmunocompetentes. 

a).- Factor de Transferencia. 

El factor de transferencia es un ex:racto sin células, producido 

por la congelación y descongehción de linfocitos. que transfiere hiper-

(8) 
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sensibilidad de tipo tardío, e inmunidad mediada por células de indivi­

duos que responden a ciertos antígenos, por eje~plo PPD (sensibles a la 

tuberculina), a individuos que no pueden hacerlo. 

Se ha comprobado que esta transferencia es específica para ciertos 

antígenos, y no es un efecto inmunocoadyuvante. El factor de transfe-­

rencia fue descrito originalmente por Lawrence en 1950 (18}. Se compr~ 

bó que era un material que resistía a la ONAasa, tennolábil y dializa­

ble. Hoy en día se piensa que se deriva de los linfocitos T y actúa 

sobre ellos para ejercer su acción específica. Los ensayos más promete­

dores con factor de transferencia se han efectuada para restablecer la 

inmunidad en enfermedades de deficiencia inmune como el síndrome de 

Wiskott-Aldrich y en casos de candidiasis generalizada (18}. El uso del 

factor de transferencia en inmunología tumoral no ha proporcionado nin­

gún éxito real (18). Los experimentos clínicos que sugerían que el fac­

tor de transferencia podía ser prometedor incluían preparar el factor 

de transferencia de un gemelo idéntico sano que respondía a los antíge­

nos tumorales del sarcoma para actuar sobre células tumorales del gemelo 

que sufrfa el tumor permitió que sus células fabricaran MIF (factor 

inhibidor de la migración de los macrófagos) para las células tumorales 

J_ll :!Í.!!.2 después de tres dosis, aunque previament< no había respondido 

al tumor. Sin embargo, no se comprobó regresión tumoral con tratamiento 

de factor de transferencia; este punto no se conoce bien y se requeren 

otras investí gaciones ( 18). 

b).- RNA-inmune. 

Este mediador especffico se obtiene a partir de una extracción fenÉ_ 

lica en caliente de linfocitos inmunes. Algunos trabajos sugieren que 

e 1 RNA puede transferir especi fi e i dad i nmuno 1 ógi ca, se 11 eva ron a cabo 
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estudios en modelos animales en los que utilizaron linfocitos alógenos 

para células tumorales, después se extrajo el RNA de estos linfocitos. 

Estos estudios sugieren que se logra la regresión tumoral en los anima­

les que recibieron RNA-inmune (3). Otros trabajos utilizando RNA-inmune 

procedente de pacientes con tumores malignos también han sido prometedo­

res. El RNA-inmune se ha preparado de linfocitos de animales que mas-­

traban capacidad aumentada de destruir específicamente las células tumo­

rales que se utilizaron como antfgeno original. El RNA-inmune es susce_E. 

tible a la RNasa pero no lo es para la DNasa a las proteasas (3). 

2.- Inmunopotenciación inespecífica (23). 

La utilización de los mecanismos inmunológicos específicos ha brin 

dado un enfoque al parecer útil para los problemas relacionados con en­

fermedades y neoplasias. Recientemente se ha investigado mucho con ma­

teriales que confieren al receptor la capacidad de responder intensame.!!_ 

te a antígenos que no muestran reacción cruzada, por ejemplo antígenos 

tumor~1es y funcionan como estimuladores inespecíficos o coadyuvantes 

inespecfficos los que parecen producir sus efectos de diferentes maneras, 

incluyendo las siguientes: 

- Prolongación de la liberación del antígeno. El ant{geno inyectado 

subcutáneamente en emulsiones con agua o con aceite (o sea, adyuvante 

incompleto de Freud) aumenta netamente la duración de la desintegración 

del antígeno. 

- Desnaturalización del antígeno. Algunos antígenos, en especial 

las proteínas séricas como las ga!l'l11a-globulinas, son tolerógenos en su 

forma natural, pero inmunógenos si se desnaturalizan o se destruyen en 

partículas. 
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- Reclutamiento de células reactivas para antígeno. Se desarro--

1 lan granulomas a nivel de la inyección del adyuvante y se exponen ma-­

crófagos y células linfoides a una elevada concentración de antígeno. 

- Proliferación y diferenciación de células inmunológicamente com­

petentes. Un lipopolisacárida (LPS), como ejemplo de un mitógeno sele~ 

tivo de las células B. o la vitamina A, que aumenta la proliferación de 

las células en las areas dependientes de T de los ganglios linfáticos 

que drenan la zona y otros adyuvantes, probablemente brinden un estímulo 

inmune general por virtud de su c~pacidad de estimular la proliferación 

y la diferenciación de linfocitos. 

- Estimulación de la inmunidad mediada por células, además de for­

mación de anticuerpos. Aunque la mayor parte de los adyuvantes no aumen 

ta la hipersensibilidad tardía para los antígenos proteínicos, el adyu­

vante completo de Freud, en contraste con el incompleto, facilita el de­

sarrollo de tales respuestas contra proteínas séricas. 

a. Microorganismos y compuestos de origen microbiano. 

El sistema inmune de los animales superiores esta rodeado de la 

presencia de microbios. No es sorprendente, pues, que las estructuras 

microbianas, especialmente los compuestos de la pared celular, atraigan 

las respuestas inmunológicas involucrando tanto los mecanismos humara-­

les como los celulares. 

Los parásitos microbianos pueden ser clasificados de acuerdo a su 

localización o ciclos reproductivos en: extracelulares, intracelulares 

facultativos e intracelulares obligados (75). El primer grupo de orga­

nismos (cocos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos) no poseen la ins­

trumentación bioquímica para escapar de los mecanismos líticos cuando 

estos han sido fagocitados por las célulGS de defensa. En contraste, 
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los organismos intracelulares facultativos e intracelulares obligados 

tienen la capacidad de replicarse dentro de las células e incluso den-·­

tro de las células e incluso dentro de los macrófagos no obs~ante ser 

fagocita dos. 

La resistencia contra los organismos no es, pues, producida por la 

opsonización .de1 organismo invasor, con activación del complemento por 

parte de las opsoninas y fagocitosis de las mismas mediante el receptor 

Fe, sino por mecanismos más complejos (23). 

i} BCG, Corynebacteri um parvum y componentes derivados de las bacterias. 

Esta bien establecido el hecho de que en animales infectados con 

bacilo tuberculoso se despierta un incremento en la resistencia al pat.§. 

geno Brucella abortus, una bacteria relacionada (lB). 

Por otro lado, también se han descrito muchas otras reacciones cru­

zadas que permiten proteger al hospedador de diferentes patógenos (8, 

9, 18). 

El fenómeno de inmunidac celular adquirida puede ser entendido como 

un mecanismo de defensa en el cual una clona específica de linfocitos es 

comisionada para habilitar a los macr6fagos a increme11ta• su potencial 

microbicida y destruir a patógenos intracelulares y facultativos (51). 

Es bien conocido que infecciones con microorganismos intracelula-­

res como poi" ejemplo el Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), Salmonell a 

enteritidis o protozoarios como Besnoitia jellisoni pueden incrementar 

la resistencia de animales experimentales contra las enfermedades neo­

P 1 ás i cas ( 38). 

Además de los organismos de vida intracelular, bactedas destruidas 

o componentes de la pared celular han demostrado ejercer efectos simila­

(12) 



res sobre· el macrófago ..!!'.!. vivo. Esto es, aunque no en una forma el ara, 

Corynebacterium parvum (18), Bordetella pertusis (9), Hycobacterium bu- ./ 

tyricum (37, 38), o productos microbianos del BCG extraídos con metanol 

(23) actúan de un modo parecido activando la respuesta inmune contra 

microorganismos intracelulares iguales al BCG. Todos ellos parece que 

activan al macrófago por medio de la vía macrófago-linfocito T, presu­

miblemente con las células T cooperadoras, que son especialmente activ!. 

das con los determinantes ant1génicos de la preparación microbiana. 

Una repetida exposición de la clona surgida de las células T coope­

radoras a los antigenos proporcionados por el crecimiento intracelular 

del parásito o mediante organismos muertos inyectados repetidamente po­

drian general eventualmente, la necesidad de numerosas señales que tra!. 

rían consigo la conversión del macrófago en célula con la capacidad de 

destruir no solo los patógenos intracelulares sino también células tum~ 

rales (37, 41). 

De una lacga se:-ie de experimentos in vitro se puede sospechar que 

de hecho es el macrófago activado el que después ele una apropiada esti­

mul ación ejerce el incremento de las propiedades microbicidas restrin­

giendo así la supervivencia y proliferación intracelular del par&sito, 

destruyendo algunas células neoplásicas por un mecanismo extracelular 

no fagocitico (38, 39, 40, 45). 

Ruco y Meltzer {64) presentaron datos que indican que solo los 

macrófagos jóvenes, positivos a la peroxidasa, son capaces de convertí.!: 

se en t1111oricidas. Además, de acuerdo con estos autores. la máxima ac­

tivación de los macrófagos para convertirlos en t~"f'l<lricidas requiere una 

secuencia de señales (65). 
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En experimentos con macrófagos peritoneales de ratón in vitro, la 

primera señal fue producida por los sobrenadantes de linfocitos los cua­

les eran ricos en factor activador de los macró·fagos (MAF). Aunque sol_!! 

mente, después de proveer de una segunda señal por antígenos bacterianos, 

los macrófagos ejercieron su máximo potencial tumoricida (65). 

Usando macrófagos alveolares de ratas, Sane y Filder (73} encontra­

ron que estas células pudieron responder a cualquiera de las dos señales, 

al MAF al igual que los antígenos bacterianos o incluso solamente al mu­

ramildipéptido. No fue necesario un tratamiento combinado de macrófagos 

con un anttgeno bacteriano y con un sobrenadante rico en linfocinas; au!!. 

que se observó un efecto sinérgico cuando el MAF fue adicionado a las 

.células junto con o antes de 1 componente bacteriano. La exposición de 1 

macrófago al antígeno bacteriano antes del contacto con las linfocinas 

no resultó en una mayor respuesta del macrófago que la observada después 

de solo la linfocina. Conjuntamente, estos datos indican que parece ser 

que por lo menos existen dos vías por las cuales el macrófago puede ser 

activado: 1} un contacto directo con niicrobios intrace1ula~s o prepara­

dos derivados de tales microorganismos y 2} a través del contacto con 

linfocinas. La utilización correcta de estas dos vías de activación pue­

de resultar en un efecto sinérgico sobre el macrófago. 

El muramildipéptido representa la mínima estructura con la cual se 

puede subsistir al Mycobacterium bovis o al BCG, aunque, el solo dip~pti­

do no tiene actividad~~ sobre el sistema inmune, este puede ser muy 

efectivo cuando esta conjugado a un acarreador de multi-pili (DL-alanil)­

poli (L-lisina) (24) o incorporado a liposomas (74). 

Hibbs y colaboradores (41) han ·demostrado que infecciones crónicas 
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de ratones con organismos intracelulares por ejemplo: Toxoplasma gondii 

o Besnoitia jellisoni se incrementa en gran forma· la resistencia de los 

ratones a otros organismos intrace·lulares pero tiene efecto ne~citivo en 

las infecciones por bacterias extracelulares, por ejemplo por Streptoco 

~ pneumoniae. Mientras que el Toxoplasma gondii da una protección 

del go:i; al 100% contra parásitos intracelulares, se incrementa la letal.!_ 

dad contra parásitos extracelulares, por ejemplo con Listerla monocyto-­

genes. El porque de estos efectos no es claro. 

Se ha informado, por otro lado, que los macrófagos peritoneales de 

ratones infectados crónicamente con Toxoplasma gondi i, Trypanosoma bru­

cei o Besnoitia pueden suprimir las respuestas tanto de linfocitos T como 

de B (lg, 59). Se han descrito algunos mecanismos bioquímicos por los 

cuales puede atribuirse una influencia supresora del macrófago del ma-­

crófago activado sobre la respuesta inmune. Ellos incluyen la síntesis 

y liberación de prostagl~ndin~s (33. 46). la secreción de interferones 

. {70), la secreción de arginasa (10) y la producción de proteínas de baja 

densidad, fracciones que inhiben la estimulación de los linfocitos por 

mitógenos o aloantígenos (18). La relevancia de estos mecanismos in vivo 

no es bien conocida. 

b) Polisacáridos y compuestos relacionados de origen microbiano. 

Muchos de los polisacáridos, los cuales han ganado interés como po­

tentes agentes inmunoestimulantes. fueron aislados de levaduras y macrom.:!_ 

cetos. De las 7 estructuras.que los constituyen solo una es el producto 

de la síntesis enzimática: el beta-2,6-fructano e1 cual es preparado a 

partir de la sacarosa. los ·otros tienen algunas formas en común; todas 

tienen 1, 3-beta-D-glucano o mananas como los mayores elementos estructu-
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rales. Cuando estas estructuras son suministradas a a~ima1es de experi­

mentación. frecuentemente ratones. intraperitoneal o intravenosamente 

los glucanos protegen a los animales de los efectos letales de muchas 

infecciones de origen bacteriano. viral o fúngico (16, 52). 

Los efectos inmunológicos observados en animales experimenta1es des­

pués de una aplicación oral implica pará~~tros bioquímicos de activación 

de macrófagos. inmunidad humoral y proliferación celular tal como es de­

mostrado en un trabajo (17). Se cree que el efecto de estas sustancias 

es sobre los linfocitos T y los macrófagos. 

i) Lipopolisacáridos 

Los lipopolisacáridos (LPS) de bacterias Gram-negativas tienen una 

gran variedad de funciones sobre las células de los mamíferos. 
¡ 

Son moléculas complejas constituidas de 3 regiones: 

a) Polisacárido o. el corazón. 

b);Polisacárido, puente 

c) Lipidu A (ll) 

Experimentos recientes hán demostrado que el lfpido A es el que tie­

ne actividad mitogenica {11). 

La actividad mitogénica del LPS sobre los linfocitos B derivados de 

la .m;dula ósea representa el mayor efecto biológico del LPS sobre la cé­

lula involucrada en la respuesta inmune (26. 34}. El LPS ha sido identi­

ficado como un poderoso adyuvante en la respuesta de anticuerpos (11). 

aunque. bajo ciertas circunstancias las puede suprimir (11). El LPS es 

también un potente inmunógeno in ~ puesto que a bajas dosis puede in­

ducir una respuesta especifica de anticuerpo (60. 62). 

la observación de que la adición del LPS a células esplénicas esti-
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mula la secreción de inmunoglobulinas 195 en sobrenadante de cultivos 

celulares, combinado con la demostración de un incremento de células con 

secreción de anticuerpos contra antigenos no relacionados con el LPS 

pruebas que el LPS no solamente induce la proliferación de células B sino 

su diferenciación en células productoras de anticuerpos. Si se eliminan 

los macrófagos del medio mediante una columna de Sephadex G-10 esto no 

interfiere en la activación policlonal de células por LPS (42). 

Cuando el LPS es administrado algunos días antes a la inyección del 

antígeno, se observa una depresión en la respuesta de anticuerpos. El 

mecanismo celular de la supresión de la respuesta inmune por LPS no está 

bien caracterizado. Resultados ~~~~r1mentales indica~ que las células 

B obtenidas de ratones tratados con LPS son capaces de suprimir 1 a res­

puesta de anticuerpos de células esplénicas normales in vitro (62). 

Recientemente fue observado.que los bazos obtenidos de ratones tratados 

con LPS contenían poblaciones de célu1as T supresoras (18). Además las 

células B de ratones tratados con LPS fueron incapaces de cooperar con 

células T normales en una respuesta in vitro a eritrocitos de borrego 

(18, 78}. Estos resultados clarilllll?nte enfatizan la· complejidas de los 

mecanismos celulares que operan en la supresión inducida por LPS a la 

respuesta de anticuerpos. 

ii) Bestatina {20. 69 0 71). 

La Bestatina. un llll!tabolito de bajo peso B>lecular del Streptomyces 

olivoreticuli. potencia las respuestas tanto hlDllOrales como celulares 

in ~ e in vitro (6) y tiene un efecto muy fuerte en el control de las 

metástasis del linfOiilil murino. La Bestatina parece que induce la activi­

dad tumoricida mediada poi- el macrófago en los ratones. 
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La administraci6n oral a pacientes con cáncer aumenta la actividad 

de las células NK e incrementa el número de células T en sangre peri fé­

rica. Además la Bestatina parece que induce la liberación de la inter­

leucina-2 (IL-2) de los linfocitos e impide el desorden metabólico que 

estos pudieran tener al contacto con sustancias agresoras (71). 

iii) Ubiquinonas (5). 

Las ubiquinonas son un grupo de benzoquinonas solubles en lípidos 

las cuales son importantes constituyentes de los sistemas biológicos de 

óxido-reducción. El número de isoprenos acarreados por un tipo particu­

lar de ubiquinonas es expresado como Qx• donde el subíndice x indica el 

número de residuos de isopreno que contiene la ubiquinona. Debido a la 

liposolubilidad de algunos isoprenos, la solubilidad del agua desciende 

conforme se incrementa la cadena de los isoprenos. 

La ubiquinona Q8 fue descubierta por Block y cols. (5) y ésta ejerce 

una fuerte protección a ratones contra infecciones letales de Streotoco­

~ µyogenes, Escherichia col i, f. insidiosa y Salmonel la thyphimuri um. 

El efecto protector puede ser correlacionado con un incremento en la de­

puración de la bacteria patógena de la sangre del ratón infectado. Se 

cree que su mecanismo de acción es sobre receptores de superficie del 

macrófago incrementando con esto su poder fagocitario (lb¡. 

c).- Hormonas tímicas (22). 

Muchos factores con actividad asociada a las hormonas tímicas han si 

do aislados y descritos incluyendo a la timosina, factor tímico sérico 

(FTS) y timopoyetina. La timosina, una hormona tímica, es una mezcla de 

7 diferentes dipéptidos con actividad biológica muy variada, promueve la 

diferenciación de las células T y también puede tener otros efectos sobre 

la inmunidad mediada por células; las otras hormonas tímicas parecen ser 
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comparables en actividad pero diferentes en estructuras. Si bien en ani 

males experimentales han demostrado poca o nula toxicidad se han report.!!_ 

do reacciones adversa~ a la timosina en algunos pacientes (2). Por su 

baja reactividad se usa frecuentemente la timosina bovina en la inmunote 

rapia (18). 

Los factores tími cos han si do usados muy frecuentemente en pacientes 

con deficiencias de células T, reportándose en algunos casos mejorías 

(23). 

8asicamente las hormonas tfmicas tienen actividad inmunológica pues 

permiten la conversión de precursores Null o células T (22). 

d).- Sustancias anti-virales. 

Interferones. 

Dada su estructura, orí gen y función, 1 os i nterferones se di vi den 

hoy en clásicos o del grupo I, cuya producción se induce por infecciones 

virales y que se subdividen en alfa, producidos por los granulocitos, 

y beta secretados por los fibroblastos. El grupo II está representado 

por un grupo muy similar entre sí: los interferones ganma, que .tienen la 

capacidad de regular la respuesta inmune y que son producidos por los lin 

focitos T bajo el estimulo antigénico o por mitógenos (27, 63 y 81). 

i) El interferón gamma es uno del gran número de mediadores solubles de 

la inmunidad celular (linfocinas} producido por linfocitos como un resul­

tado del fenómeno de reconocimiento inmune. El t.;nnino de interferón 

"tipo ll• ha sido propuesto para el interferón inmune debido a que es 

antigenicamente dlferente del interferón inducido por virus o denominaéo 

"tipo r• {63). 

A pesar de que el mecanismo de acción del interferún o los interfe-
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rones no está totalmente esclarecido, st se conocen algunos aspectos im­

portantes referentes a él. Parece que existen receptores específicos 

en la membrana celular que permiten que su unión con ello transmita un 

mensaje al interior de la célula {79). 

Basado en su propiedad antiviral. se encontró que el interferón 

gamma es 100 veces más activo que el interferón alfa en inducir la acti­

vación de las células To incrementar la población de las células NK (79). 

e).- Compuestos quimicos sintéticos. 

En contraste con los compuestos de origen microbiano. las sustan-­

cias sintéticas con efecto en el incremento de la respuesta inmune pueden 

ser descritos mediante compendios bastante extensos. 

La selección de los compuestos presentados a continuación está ba­

sada en dos criteriors: la disponibilidad de datos y la calidad de sus 

resultados inmunológicos. 

i) Lcvamisol 

El levamisol es un derivado sintético del tetramisol el cual ha si­

do extensamente usado en medicina humana y veterinaria, ya que ha mostra­

do tener un poder importante en incrementar la respuesta inmune. Su efeE_ 

to se ejerce en aquellas circunstancias en las cuales hay una inmunodefi­

ciencia moderada. que puede llevarse a estado normal con el empleo de es­

ta droga. Cuando la respuesta inmune es normal. el empleo del levamisol 

carece de resultados útiles. De acuerdo con lo anterior el levamisol 

puede ser considerado como un verdadero inmunomodulador {55). 

Estudios recientes sugieren que el metabolito, el DL-2-oxo-3-(2-

mercapto etil-) 5-fenil imidazolina, es el compuesto activo sobre el si~ 

tema inmune (3). 
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El mecanismo de acción primario del levil8isol puede ser que facili­

ta la participación de los monocitos en las respuestas in=unes celula-­

res (23) aparentemente por un incremento en la quimiotaxis del monoci!o 

{18). En s=a. ha sido reportado el incre111ento en la s'intesis de DNA de 

los linfocitos T, al igual que un incremento en sus respuestas prolife­

ra'tivas a •it~•mcs. ti!9bién CQB) la producción de mediadores de la in•,!! 

nidad in vitro (58}. 

ii) NPT 15392 y NPT 16416. 

las hipoxantinas derivadas del NPT 15392 y NPT 16416 suelen ser me.!!. 

cionadas como B10léculas de isoprfnosina porque e11as también contienen 

una purina como principio activo y porque su acción parece ser si~ilar 

al de la isoprinosina (36}. El KPT 15392 es la eritro-9{2-hidroxi-3-

nauril }-hipoxantina. En concentraciones entre 0.01 a 0.1 ug/ml el com­

jlü{?Sto a1.--nta la formación de linfoblastos (35). El c<llllpuesto también 

incrementa la respuesta •itogénica de los 11nfocitos de pacientes cor. 

cáncer. El NPT 15392 en dosis de 0.01 a 10 mg/kg podría restaurar las 

funciones h.unes supriai dills en una variedad de enfer111ed<ldes del ratón_ 

los pará11?tros que se ven aH:.erados después de la depresión son los si­

guientes: hipersensibilidad retardada. respuesta de linfocito sanguíneo 

a Concánavalina /\ (Con A) y el nÚllero de células fonaadoras de placa de 

bazos de animles con prócesos t.imorales (35). 

Similaniente, en pacientes con cáncer. una sola dosis simple de 0.4 

a 0.7 mg/kg incrementa el nÚllero de células Tal igual que el porcentaje 

de eritrocitos y rosetas autóloga (marcadores de inmadurez). y los lin­

focitos esti1111lados con fitohe11aglutinina (PffA) (23}. 

En KPT 16416 (7,8-dinidrotfazol (3-2-e)) hfpoxantina. increnienta la 
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formación de rosetas de los 1 infocitos de sangre humana con eritrocitos 

de borrego a una concentración entre O .05 a 1 ug/ml. El compuesto es pr~ 

sumiblemente clasificado como el único inmunopotenciador con efectos si-

milares a las hormonas del timo (80). 

iii) Isoprinosina 

La isoprinosina (inosiprex, metisoprinol) es un complejo que tiene 

inosina y la sal del paracetamino benzoato de N1-N-dimetil amino-2-pro­

panol en una relación molar de 1:3 (13). 

El compuesto parece que estimula primeramente a los 1 i nfoci tos T 1 os 

cuales presentan antígenos OK+, OKM y OKT+ (13, 14). l!!. vitro, la isopr..!_ 
3 2 

nosina a una concentración de lOug/ml estimula varios parámetros bioquí-

micos de ·los macrófagos como la fagocitosis y la quimiotaxis ( 12) y per­

mite un incremento de la interleucina 2 (IL-2) y por ende una producción 

de la respuesta a mitógenos. 

La eficacia de la droga depende dé la presencia de la inosina. El 

otro constituyente tiene como finalidad permitir la incorporación de la 

inosina por el linfocito (13, 14). 

iv) Anhfdrido divinil éter maléico {MVE). 

El MVE es un copolfmero que ha sido extensamente estudiado en anima 

les debido a sus propiedades inmunorreguladoras. Este compuesto y una 

serie de compuestos similares se ha reportado que tienen actividad anti-

tumoral mediante la regulación de las células T, B, macrófago y funcio-

nes celulares de las células NK; estos polímeros han mostrado que tienen 

propiedades antivirales, inducen la producción de interferón, y actúan 

como adyuvantes para células tumorales y vacunas virales (61). Los pri-
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meros polímeros tuvieron gran toxicidad, pero descubrimientos recientes 

de productos de polirneros han hecho que dicha toxicidad sea eliminada 

( 18). 

v) Anzimexon 

La azimexona es la 2-(2-ciniridinil-(1)-2-(2-carbamoilaziridinil­

(1) )-propano. Este producto nuevo .se encuentra en investigación clíni­

ca. Se ha reportado que la azimexona a una concentración de 0.001 a 

0.01 ug/ml aumenta la proliferación de las células T inducida por PHA 

y especialmente induce la proliferación de macrófagos mediada por linfo­

cinas. Puesto que ambas actividades se ven inhibidas a altas concentra­

ciones esto podrfa permitir especular el hecho de que la inducción de 

células supresoras. pudiera ocurrir (23). 

Los efectos farmacológicos observados in vivo incluyen el incremen­

to de la hipersens;bilidad retardada, incremento en la destrucción medi.!!_ 

da por macrófagos, producción de anticuerpos timodependientes. respues­

tas linfoproliferativas. inducción de la actividad de las células NK e 

incremento de la granulopoyesis (18). 

vi} Dietiltiocarbamato. 

El ·dietiltiocarbamato sódico ha demostrado incrementar las respues­

tas mediadas por el linfocito T sin afectar la función de las células 

B. Cuando es purificado, el compuesto muestra efectos tóxicos en anina­

les solo después de la administración diaria de 200 mg/kg por más de ~res 

meses. Las propiedades inmunopotenciadoras del dietiltiocarbamato er. 

animales experimentales pueden ser sumarizadas de la siguiente manera: 

en un gran rango de dosis. el dietilcarbamato permite un incremento er. 

el número de células fonnadoras de placa. Incrementa la rei;puesta dEO :as 

(23) 



lfnfocftos T a Concanavalina A y fitohemaglutinina e hipersensibilidad 

· tardfa contra los eritrocftos de borrego. También se ha mostrado que 

tiene efecto restaurador en animales sometidos a medicamentos inmunosu­

presores ( l). 

f).- Derivados de inmunoglobulinas. 

i) La tuftsina es un tetrapéptido con remarcable capacidad inmune~ 

timulante, es generada en el suero mediante dos divisiones ·enzimáticas 

partiendo de la molécula madre, un inmunoglobulina citofilica y represe!!. 

ta 289 de los 292 residuos de aminoácidos de· la región constante de la 

cadena pesada. La tuftsina acentúa el número de actividades asociadas 

con el macrófago, el neutrófilo, incluyendo motilidad, fagocitosis, fun­

ciones inmunogénicas, aumento de la producción de anticuerpos, activi-­

dad bactericida y efectos antitumorales en sistemas de animales (56). 

(24) 
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111.- lNTERLEUCINAS 

Las linfocinas son glicoproteinas las cuales son secretadas por las 

células mononucleares y linfocitos como respuesta a un estimulo antigéni­

co. Estas glicoprotetnas presentan actividades bioquimicas sobre tres 

parámetros: crecimiento. diferenciación y funciones efectoras. Realiza~ 

do dichas funciones de una manera estrictamente localizada o en una forma 

generalizada. también puede actuar de una manera antigeno especifica e 

inespecffica. El papel que juegan las linfocinas en la diferenciación y 

función del sistema inmune hoy en dia es conocido aunque no del todo. Pa­

rece ser cierto que estas sustancias son instrumentos reguladores dentro 

del sistema inmune (44) y en esta propiedad reside su gran importancia 

terapéutica. Las concentraciones de estas sustancias en los fluidos san­

guineos o en los fluidos sanguineos o en los medios de cultivo son tan 

bajos que su purificación es extraordinariamente dificil (7. 53, 66). 

a).- Actividad biológica de las interleucinas. 

Tradicionalmente S$! han usado las lectinas conca;;¡¡valim: A (Con A) 

y fitohemaglutinina (PHA). con el objeto de evaluar la competencia inmu­

nológica de los linfocitos. En estudios recientes in vitro. se ha reco­

nocido la necesidad de un cofactor mitogénico para que fL.1cione la lecti­

na; este factor es producto de la estimulación de una célula accesoria que 

pertenece a la estirpe de los monocitos-macrófagos. Este factor que es 

liberado por el estimulo de endotoxina sobre los monocitos-:aacrófagos y 

excretado en el medio de cultivo. recibió el nombre de factor activador 

de linfocitos (FAL). en la actualidad se conoce como interleucina l (IL-1). 

La actividad mitogénica de este producto se midió al ponerlo en contacto 

con timocitos de ratón no activados. resultando una débil acción mitogéni-
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ca, en cambio, al ponerlo en contacto c~n timocitos activados·· con iConA, 

la acción fue extraordinaria. Esta accii5n sinérgica de fL-1' y timocitos 

estimulados fue la base para el ensayo de su presencia. as.f como· para r~ 

conocer que en el medio que rodea6a a las célu1as mononuc~~ares:· de la 

sangre periférica ya estimuladas, contenía otro factor distinto: .. a la 

IL-1, que penaitió el crecimiento en cultivo continuo de células T huma­

nas normales. Este factor inicialmente se llallií de crecimiento de célu­

las T (FCCT}, posteriormente fue designado co:!!O interleucina,2{IL-2) 

l7}. 

Por ahora se sabe que la habilidad de una lectina para estimular la 

mitogénesis de las células T es dependiente de múltiples interacciones 

celulares. mediada. por lo menos. por dos distintos factores solubles. 

Una pequeña población de células T cooperadoras. estimuladas simultánea­

mente con lectina y con IL-1. liberan Il-2. la producción de este factor 

aumenta marcadamente por la acción fundamental de la interleucina 1 más 

que por la acción de las 1ectinas, actuando solas. 

En una etapa concomitante requerida para la mitogénesis, una pobla~ 

ción de linfocitos T adquiere receptores específicos para la ll-2 des-­

pués de la estimulación con lectina, lo que induce a· adquirir una apa-­

riencia morfológica blastógena. Estas células blásticas responden a la 

IL-2 a través de receptores especfficos y pueden ser 11lilntenidos en cult_i 

vo continuo probando que la IL-2 está presente. 

Las interleucinas son, como ya se dijo anteriormente~ glicoprotei­

nas• la IL-1 producida por monocitos tiene un peso molecular de 12,000 

daltons y un punto isoeléctrico de pH 7.0. la IL-2 humana es producida 

por los linfocitos periféricos de la sangre. Su peso molecular varía de 

(27) 



13,000 a 16,000 daltons y su punto isoeléctrico es de pH 6.8 (66). 

Los estudios más novedosos de la actividad biológica de la IL-1 pe!: 

miten establecer que este factor puede ser mediador central de ciertos 

aspectos de la inflamación, tener efecto sobre el sistema nervioso, méd.!!_ 

la ósea, hfgado y tejido conectivo. La actividad pirogénica del llamado 

pi rógeno endógeno es probab 1 emente debida a 1 efecto de la IL-1. Al adm..!_ 

nistrarse por vfa intravenosa, la IL-1 estimula y aumenta el número de 

granulocitos en la sangre periférica y produce un aumento en los niveles 

plasmáticos del fibrinógeno (66). 

Asi pues la IL-1 induce muchas de las funciones asociadas con la 

inflamación: fiebre, granulocitosis (protefna C reactiva, fibrinógeno). 

La IL-1 es un factor efectivo del crecimiento de los fibroblastos huma­

nos. Los macrófagos han sido bien caracterizados en su papel dentro de 

la cicatrización de heridas, de tal manera que la IL-1 parcialmente re­

gula la formación del tejido, aumentando la liberación de proteasas de 

los fibroblastos durante la fase temprana de la reparación tisular. Las 

células epidénnicas también pueden liberar un mediador con actividad bi.!!_ 

lógica y bioquímica semejante a la IL-1 (66). 

La IL-2 tiene como actividades biológicas un efecto mitogénico no 

especffico sobre las células T activadas, habilitada aparentemente para 

aumentar la respuesta de anticuerpos en los ratones atfmicos deficientes 

de células T y capacidad para inducir células T citot6xicas que pueden 

ser mantenidas en cultivos continuos en presencia de IL-2, sin perder su 

citotoxicidad o antigenicidad especffica (53). Estos datos indican que 

la IL-2 no sólo restablece la inmunocompetencfa de los sistemas de célu­

las T deficientes. sino que puede ser usada para preparar cultivos con-

(28) 



tinuos de células T. para una caracterización biológica y posiblemente 

con propósitos terapéuticos. Los cultivos de células citotóxicas con 

especificidad conocida, pueden tener aplicaciones clínicas. coJDO en los 

linfocitos de sangre periférica de pacientes con timares y que pueden 

crecer en grandes cantidades en presencia de IL-2. Es posible que se 

puedan utilizar células citotóxicas administradas por via endovenosa a 

los pacientes, con la esperanza de controlar las micn>iiietástasis. 

Las interleucinas son aoléculas inmunorreguladoras de extraordinaria 

importancia, la lista de sus actividades biológicas crecerá en un futuro 

próximo; es posible igualmente que pronto se conozcan sus secuencias de 

aminoácidos. su sitio activo. la organización sintética de péptidos con 

actividad semejante a la glucoproteina natural. y su caracterización de!! 

tro de la gran familia de potenciaHzadores del crecimiento tisular epi­

dénaico. nervioso, etc. (66). 

Es posible utilizar todo este conocillliento en hecños prácticos. mi­

diendo de una forma indirecta la capacidad i11111unológica, por medio de la 

producción de IL-1 por los monocitos-111acrófagos o IL-2 por las subpobla­

ciones de linfocitos T. con objeto de medir sus niveles séri cos o en 

otros liquides orgánicos• pen1itiendo comprender el complejo de inmuno-­

deficiencias adquiridas de un huésped determinado que se pueda beneficiar. 

en un futuro cercano, con la restitución de los factores deficientes que 

coadyuven a una mejor respuesta. 

(29) 



TABLA 2. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA Il-1 (66) 

- Producida por macrófagos (4xl06 macrófagos pueden producir 1 mg de 
IL-1 en 24 horas}. 

- No esta restringida por MHC. 
- No tiene restricción de especie. 
- Aumenta la proliferación de timocitos inducidu por mitógeno e ll-2. 
- Induce la producción de Il-2·y factor quimiotáctico. 
-·Promueve la diferenciación de linfocitos T. 
- Incrementa la estabi 1 i dad de las rosetas E. 

- Favorece la expresión de receptores para el antfgeno. 
- Incrementa la reactividad de los linfocitos. 
- Aumenta la viscosidad de los lfpidos de membrana de células T, con 

lo que favorece una mayor capacidad de unión con el ant1geno. 
- Aumenta 1 a proliferación de linfocitos B. 
- Promueve la maduración de las células pre-B. 
- Incrementa la expresión de receptores de inmunoglobulina y producción 

de anticuerpos. 
- Induce la producción de prostaglandinas por células de la región del 

centro de fiebre hipotalámico. 
- Induce el crecimiento de fibroblastos ,. asf como producción de cola­

genasa y p~ostaglandinas. 

- Induce 1 a producción en 1 os hepatocitos, de proteína de fase aguda 
(amiloide A, fibrin6geno y proteína C reactiva). 

SINONIMIAS ASOCIADAS A LA IL-1 (66) 

- Protefna mitógena (MP) 
- Pico 1 cooperador (HP-1) 
- Factor 111 de reemplazo de linfocitos T (TRF - 111) 
- Factor de reemplazo de linfocitos T derivado de macrófagos {TFGM) 
- Factor activador de células B (BAF) 
- Factor de diferenciación de células B (BDF) 
- Factor actlvador de linfocitos (LAF) 

{30) 



TABLA 3 PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LA IL-1 (66) 

Naturaleza qufmica 

Peso molecular 

Puntos isoeléctricos 

Estabilidad en rangos 

de pH 

Estabilidad en rangos 

de te111peratura 

Sensible al tratamiento 

con: 

Contenido de productos 
de 1i:I región 1 del 

IGIC 

Actividad biológica a 
concentraciones 

Ratón (P388o1) 

Proteína 

12-16 kilodaltons 

4.9 - 5.1 

3.o - n.o 

-70 a 56ºC 

Proteasa 

Papafn~ e~ presen~ia 

de urea 8 M 

no 

(31) 

H.-ano 

Protefna l! 
12-15 Kilodalton ' 

s.2. 5.9 y 1.0 

3.0 - 11.0 

-70 a 56ºC 

Quimiotripsina 

Pronasa 

SDS 

no 



TABLA 4 PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA IL-2 (66) 

Promueve y mantiene cultivos de largo término ·de células T 
citotóxfcas. 

Estimula la replicación de lineas de linfocitos T murinos 

Estimula la proliferación in vitro de timocitos en presencia 
de PHA y Con A. 

Induce la aparición de linfocitos T citotóxicos en cultivos 
de células de ratones atímicos. 

Estimula la respuesta contra eritrocitos de borrego en cultivos 
de células de ratones atímicos. 

Promueve el crecimiento de linfocitos T a partir de cultivos de 
médula ósea. 

Se absorbe en linfocitos T activados. 

Aulll{!nta la citotoxicidad natural de los linfocitos normales. 

SINONIMIAS ASOCIADAS A LA IL-2 

Factor estimulador de timocitos (TSF). 

Factor mitógeno de timocitos (TMF). 

Factor de crecimiento de células T (TCGF) 

Factor coestimulador. 

Factor cooperador de células asesinas (KHF) 

Factor estimulador de células citotóxicas secundarias (SCIF) 

Factor de reemplazo de linfocitos T derivado de cultivos de 

linfocitos T (TRFT). 
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TABLA·5. PROPIEDADES BIOQUIHICAS OE LÁ Il-2 (66) 

Ratón 
(LBRM-33) 

Naturaleza quimica Proteina 

Peso molecular 2tl - 35 krl 

Puntos isoeléctricos 4.3.4.9 y 5.4 

Elución salina en 
DEAE celulosa pH 7.4 0.185 M NaCl 

metil-Sepharosa pH 6.0 0.05 M NaCl 

Sensibilidad a protea-
sas (Tripsina. quimio-
tripsina. subtilisina. 
leucina aminopeptidasa) Si 

Sensibilidad a nuclea-
sas lDNAasa l. RNAasa A) 

Sensibilidad a 2-mercapto­
etanol 

Estabilidad a temperatura 

Sensibilidad a neuramini 
das a 

Estabilidad en SDS 

Estabilidad en urea 

Estabilidad en ditrio­
treitol 50 nm 

Estabilidad en rangos 
de pH 

Contenido de productos 
de la regi6n MHC 

No 

No 

70º C/15min. 

"º 
0.1 " 

6.0 M 

Si 

2-2-10 

No 

33) 

Rata 

Protei'na 

15 - 17 kd 

5.4 y 5.5 

0.05 M NaCl 

2.0-9-.0 

No 

Humano 

1 
Proteina 1 

12 - 20 kd 1 
7.0-7.5 

1 
1 

0.05H NaCl ¡ 
0.225 M Nao 

1 
Si ¡ 

1 
; 

t!o 

No 
i 

70º C/15 mini 

No 1 

0.1 i 

6.0 M 

Si 

2.2-10 

No 



ANTI GENO 

MACRO FAGO 

FIGURA 1 

MODELO DE INTERRELACIDN ENTRE IL-1 E IL-2 

EN RESPUESTA A UN ANTI GENO ESPECIFICO (6~. 

IL-1 Linfocito T productor 

~ ~dell-~~-. 
Í:::).. ~~e1§ @ 
~ ~ lIL-2? 
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IV.- FACTORES DE CRECíMIENTO COLONIAL 

a).- Factor de crecimiento epidérmico (EGF). 

El factor de crecimient epidérmico fue identificado hace más de "~ 

años por S. Cohen, con base en una información hecha mientrds trabajaban 

en la purificación de enzimas de las glándulas mandioulares del ratón 

(32). 

Cuando el extracto crudo de un órgano o de una glándula fue inyec­

tado en ratones neonatos, este extracto trajo como resultado la abcrtuc; 

prematura de los ojos a1 igual que de la erupción dental; estos eve11tos 

ocurrieron después de 6 días de nacidos, en comparación de 11 a 13 días 

con los testigos no tratados. Los datos obtenidos dieron la; ba~es pa1·a 

un bioensayo el cual trajo como resultado la purificiación del factor de 

crecimiento epidérmico del ratón (mEGF). 

El mEGF es una cadena po1 ipept'idica simple compuesta por 53 aminoá­

cidos con un punto isol éctri ca de 4. 6 y un peso molecular de 6045 da 1-­

tons. Esta presente en las glándulas mandibulares como un complejo de 

alto peso molecular en el cual la cadena polipeptídica del EGF está uni­

da a una "--~-~col'eptidasa arginina específica por el eniace proteico del 

~.... C::ste enlace proteico esta involucrado en la 1 .. ~yu~:- ;" del EG" 

activo de su precursor de alto peso molecular (9000 dal~ons) (32 

Con base en estudios de radioinmunoer.sayo, se ha aislado de 

na humana un factor con todas las propiedades biológicas del mEG el 

cua1 ha sido designado como el factor de crecimiento epidérmico hu'"""º 
(hEGF), aunque es capaz de competir de la misma forma que el mEGF por 

los sitios receptores presentes en el fibroblasto, el hEGF difiere del 

( 35) 



llEGF en su reacción con los anticuerpos anti-mEGF pues no presenta 

reacción cruzada l32, 47). 

Por otra parte se ha observad? que la urogastrona y el mEGF tiene 

similar función pues se ha demostl'.'il·do que la urogastrona puede inducir 

la maduración temprana del ojo del ratón neonato y el lllEGF puede blo-­

quear la liberación del HCl de la nrucosa gástrica. lo que podría hacer 

suponer que ambos presentan el mis'!ID~precursor. 

El EGF ha demostrado ser un potente mitógeno de una variedad de 

células de origen mesodénnico y ectodénnico eil cultivo. las células de 

origen mesodénnico, que se ven inflUenciadas por el EGF. son las células 

de la granulosa, células del endote-lio corneal, células del músculo vas­

cular liso, condrocitos y fibroblastbs. 

Si el EGF es administrado a cuT:t'.ivos antes de que las células pier­

dan la capacidad de sintetizar DNA'y~mueran , el EGF permite que el tiem 

po de vida de las mismas se incremente de una forma considerable no ob­

ser~vandose ningún efecto si es adm:illistrado después de que la célula 

deja de producir DNA o muere ( 32. 47:,. 77, 80}. 

b).- Factor de Crecimiento Deriv'.ado del Sarcoma. 

Carpenter en 1975 y Todaro en :.197g observaron m1!' una variedad de 

células transforinadas por el virus.de'l cáncer murino o relino (MSV). pe.!:_ 

dfan la capacidad para enlazar al'·EGfi a sus receptores de superficie ce­

lular, aunque las células transfonnadas por el virus. DNA del sarcoma 

aviar o infectadas con un virus RNA no transfonnante mostraron un enla­

ce normal del el EGF. Con base en esta observación, Todaro propuso que 

el decremento de los niveles del enlace EGF encontrado en las células 

transformadas por el MSV podría reflejar un efecto indirecto del gene del 
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virus sobre la sfntesis. degradación y localización de los receptores 

funcionales del EGF. Una posibilidad alternativa es la producción del 

EGF endógeno o una sustancia relacionada que enlace a los receptores del 

EGF inducida por las células con MSV (32). 

Se ha demostrado que el factor de crecimiento derivado del sarcoma 

(SGf) en realidad es un grupo de varios polipéptidos que aparentemente 

tienen los siguientes pesos moleculares 25000, 12000 y 7000 daltons (32). 

Las caracteristicas del SGF son las de promover el crecimiento de fibro­

~lastos en una o más capas celulares. por lo que dicho factor podria ser 

considerado como un carcinógeno por si mismo (32). 

c).- Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas. 

El cultivo in vitro de muchas células requiere la presencia de sue­

ro. Consecuentemente se han hecho muchas investigaciones que tienen ca-

mo objetivo identificar varios factores en el suero que estimulan E1 

crecimiento celular in vitro. Un importante paso en las investigaciones 

de factores de crecimiento sin duda ha sido la observación de que el 

mas potente mitógeno presente en el suero es derivado de las plaquetas 

(57). 

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) es un 

péptido catiónico con peso molecular de 13,000 daltons (57). Retiene 

su actividad después de estar en su punto isoeléctrico o haber sido ~a­

sado por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. Es inactivado 

por reducción con 2-mercaptoetanol o por digestión con tripsina. tiene 

actividad biológica a concentraciones tan bajas como lng/ml (10-lOM), 

en cultivo de células BALB/c 3T3. El PDGF es almacenado en los gránulos 

(37) 



alfa de las plaquetas y actúa induciendo la respuesta proliferativa de 

las células en cultivo de fonna análoga a la observada en los fenómenos 

de coagulación y agregación plaquetaria (57). Por otra parte, algunos 

investigadores han reportado que el PDGF tiene efec<tos qui•iotácticos 

sobre los polimorfonucleares (15). 

d).- Factor de Crecimiento semejante a la Insulina. 

Los factores de crecimiento semejantes a la insulina o somatomedi­

nas son una familia de polipéptidos los cuales han sido aislados del 

plasma humano. Estos incluyen: Factor de crecimiento semejante a la 

insulina lGFl, formalmente conocido como NSILA I, 1 GF II, somatomedina 

A, somatomedina C y factor de actividad estimulante {HSA). Todos tie­

nen en común las siguientes propiedades: están constituidos por una 

cadena polipeptídica simple con un peso molecular de 7,500 daltons, tie­

nen una actividad semejante a la insulina cuando son ensayados en adipo­

citos in~ y todos pueden estimular los procesos anabólicos en el 

cartílago in vitro. Actúan con los receptores para 7nsulina y en el 

plasma se encuentran asociados a acarreadores cie proteínas globulares. 

El MSA estimula la oxidación de la glucosa en los adipocitos {cé-

_]ulas lipoides) in vitro al igual que la incorpor:..:ión de la uridina 

y sulfato en cultivo celular. En el carti'lago las :>o•nto.r.edinas esti­

mulan un crecimiento generalizado el cual incluye la pniliferación de 

los condrocitos al igual que la síntesis de la colágena y proteo~'· :a­

nos (32). 

El factor de crecimiento del fibroblasto {FGF) es un péptido que 

tiene un peso molecular de 13,400 daltons y un punte isoeléctrico de 

9.6. Como su nombre lo indica, estos factores muestran efecto mitogéni-

(38) 



co en cultivos de fibroblasto. al igual q1.ie una variedad de células 

derivadas del mesodermo. incluyendo: granulosa, corteza adrenal. mús­

culo liso vascular y células endoteliales vasculares y corneales (32). 

(39) 



H 1 P O T E S I S 

Los extractos de órganos de cerdo (h1gado y bazo) tienen un 

efecto inmunopotenciador sobre el sistema inmune humoral; al 

igual que incrementan el peso corporal al ser suministrados 

en forma experimental a ratones. 

(40} 
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V. OBJETIVOS 

1) Determinar el efecto que tienen los extractos de órganos 

(higado y bazo de cerdo} sobre el incremento de peso de 

ratones. 

2) Mediante pruebas inmunológicas (prueba de Cunningnillii) 

estudiar el erecto que tienen los biógenos sobre la res­

puesta inmune humoral de ratones. 

(41) 
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V!. MATERIAL Y METOOOS 

1.- Preparación de extractos de órganos. 

La preparación se llevó a cabo mediante el método propuesto por V.P. 

Filatov con modificación hecha por Sardiñas Moreson, la cual es citada 

con detalle en el apéndice 1 A (21, 68). 

2.- Unidades experimentales. 

En todos los experimentos fueron empleados ratones hembra de 21 días 

de edad cepa Balb/c, C 57 ó DBA/2 sanos, obtenidos del bioterio del 

INIFAP, SARH {Palo Alto, D.F.}. 

3.- Tratamiento de las unidades experimentales. 

Se formaron cuatro lotes {A, B, C y O} de 16 ratones cada uno dis--

puestos de la siguiente manera: 

- 4 tratados con 0.1 ml del extracto de híga~o de cerdo (BH}. 

- 4 tratados con 0.1 ml del extracto de bazo de cerdo {BB}. 

- 4 tratados con 0.1 ml de solución salina amortiguadora de 
fosfatos {PBS} pH 7.2 (grupo testigo}. 

- 4 Sin tratamiento. 

El porque de este grupo era controlar al diluente (PBS) y así evitar 

o en su caso determinar si el PBS tenía o no acciC s:ibre el incremento 

de peso o la respuesta inmune humoral. 

Los extractos y la solución fueron suministrados subcutáneai::."r.-,~ o;na 

vez por semana durante tres semanas, midiéndose en cada caso el ~~se por 

unidad para un posterior tratamiento estadístico de los datos. 

4.- Inmunización con eritrocitos de borrego (EB}. 

Pasado el lapso indicado, fueron inmunizados intraperitonealrr~nte 

(43) 



los ratones hembra de los lotes A, B, C y O, exceptwmdo los no trata--

dos, con una dosis única de 0.2 ml de EB al 20: (V/ll) en PBS {pH 1-21-

5_- Obtención de células de bazo. 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical a los o. 
3, 5* y 7 dias postinaunización de EB-

Se les extrajeron los bazos, se determinó la viabilidad celular por 

la técnica de la exclusión del azúl de Tripan {54) y se contaron las 

células en un hemocitómetro (25) al fin de tener una concentración final 

ajustada de 106 células viables/ml la que fue empleada en la prueba de 

CunninghaJD (54). 

6.- Ensayo de las placas hemolíticas de Cunnigham. 

Matriz liquida (método del portaobjetos) (54). 

El ensayo fue realizado con cada una de las unidades experimentales 

(n = 6~) {ratones hembra) por cuatriplicado, es decir, cuatro veces por 

cada ratón, según técnica establecida en la literatura con algunas modi-

ficaciones (24, 43, 54). 

Para una información mas detallada consultar el apéndice V A. 

7.- Efecto de los extractos de órganos sobre el incremento de ~so_ 

Con el fin de ver la actividad de los extractos de h\gaéo y bazo de 

cerdo sobre el ·incremento de peso se siguió con otro grupo experimental 

de la misma cepa (n = 64), el mismo tratamiento d~ las unidades experi-

* Un experimento previo con ratones de la misma cepa, de1110stró que el 

día óptimo de respuesta a los eritrocitos de borrego (EB) fue el quin­
to dias post1nmunización (Tabla 6 y Figura 3). 

(44) 



mentales del punto 3 de material y métodos. determinándose el peso de 

cada ratón hembra semanariamente durante 7 semanas y posteriormente los 

datos obtenidos experimentalmente, se sometieron a tratamiento estadís­

tico. 

8.- Análisis estadístico de los datos experimentales. 

Se empleó la prueba de significancia de medias, mediante el análi­

sis estadístico de "t" Student; porcentaje de incremento (A%) del peso 

promedio por tratamiento (76). 

(45) 



VII. RESULTADOS 

La concentración de proteínas de los extractos de órganos utilizados. 

fue determinada por el método de Lowry (50). 

+ hígado 2. 5 mg/ml 

+ bazo 3.8 mg/ml 

a) Efecto de los biógenos (extractos de hígado y bazo de cerdo) sobre la 

respuesta inmune humoral (placas de Cunnigham). 

Los datos mostrados en la tabla 7 y en la figura 4 indican que el 

día de la inmunización los grupos de los ratones tratados, testigos y 

sin tratamiento no exhibieron células formadoras de placa (CFP) producto-

ras de anticuerpos anti-EB. Posteriormente, en los día 3 y 5 postinmuni-

zación de dosis única de EB al 20% (V/V) en PBS pH 7.2 !.P., fueron obser 

vadas diferencias en el número de CFP entre los ratones tratados y los 

testigos. 

Al dia 3 postinmunización de EB se observ6 el pico máximo en el núm~ 

ro de células formadoras de placa (CFP/106 células viables de bazo/ml). 

La media ( x ) del grupo tratado con extracto de hígado fue 673 

(! 104 de error estándar (E.E.), la de los tratados con extractos de bazo 

fue 296 (! 53 E.E) y la del grupo testigo fue 92 ¡! 14 E.E). La diferen­

cia en el número de CFP entre los grupos tratados con extracto de hígado 

y bazo con respecto al grupo testigo fue altamente significativa (P.( 

0.001). 

Al día 5 postinmunización se observó una respuesta máxima del grupo 

testigo (tratado con PBS pH 7.2) con una media de 510 (! 70 E.E) y un de­

cremento en los grupos tratados con bi ógeno de hígado 435 (! 149 E. E) y 

(46} 



biógeno de bazo 275 (:!° 110 E.E). No observándose diferencias estadfsti-

cas. Asimismo al día 7 post1nmunización, no se detectaron diferencias 

estadísticas en ninguno de los grupos (tabla 7). 

El pico máximo de respuesta al tercer día postinmuni zación en el 

grupo tratado con el extracto de hígado la media fue 673 (~ 104 E.E) y 

fue muy semejante a la media presentada por el grupo testigo al quinto 

día 510 (:!° 70 E.E). Observándose una ligera diferencia estadística 

(P < O.SO). 

La respuesta máxima observada con el grupo tratado con extracto de 

bazo fue al tercer día postinmunización en donde se obtuvo una media de 

296 (:!" 53 E.E) y esta fue menor que la presentada al quinto día por el 

grupo testigo 510 (:!° 70 E.E). Se observó una diferencia estadística al­

tamente significativa (P < 0.001). 

El porcentaje de mortalidad fue del 0% para todos los grupos experi­

mentales tanto trratados como testigos. 

Mediante la técnica de inmunodifusión radial doble no se detectaron 

títulos de anticuerpos contra los extractos de bazo e hígado de cerdo en 

los sueros de los ratones tratados. 

b) Efecto de los extractos de hígado y bazo de cerdo sobre el incremento 

de peso de los ratones. 

Con base en el modelo experimental empleado y bajo las condiciones 

de trabajo utilizadas, no fue posible detectar diferencias estadísticas 

significativas en el promedio:!" error estándard ( x ~ E.E) de los pesos 

(en gramos) de los ratones hembra tratados con extracto de hígado y bazo 

de cerdo con respecto al grupo test.igo y a los no tratados tablas By 9. 

(47) 
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FIGUR"A 3 

CELULAS FORMADORAS DE PLACA (CFP) DE RATONES HEMBRA INMUNIZADOS 
CON ·ERITROCITOS DE BORREGO (EB) VIA INTRAPERITONEAL. 

600 ~'. 

500 

400 TRATADOS (n= 15)*--

TESTIGOS 

300 

200 

100 

10 

o---------·-----------------
o 5 10 

DIAS POST-INMUNIZACION DE EB lDOSIS ~NICA) 

* EB 0.2 ml al 20% (v/v) en PBS pH 7.2 l.P 

** 0.2 ml de PBS pH 7.2 I.P 
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F I G U R A 4 

NUMERO DE CELULAS FOP.MADDRAS DE PLACA EN RATONES HEMBRA TRATADOS CON EX­
TRACTOS DE HIGADO Y BAZO DE CERDO ( B IOGENOS) Y PBS CGN RESPECTO AL TIEMPO 

POST-INMUNIZACION CON ERITROCITOS DE BORREGO (EB). 

e ....... 
o 
N 

"' ..o 

"' ""' 

900 - BH (n= 16) 
BB ( n= 16) 

PBS \n= 16) 

EXTRACTO DE HIGADO (BH) 
V> 600 
"' ..o 

"' ·;: 

"" u 

I 
I 

300 ,1-/~J 
/ . ' 

; I ', 
/, Í ',. T 

, \ .. 
' I • , . \ 

, J. ' 
,' -- --.r. \. / .-- .I o .... --:- • ......................... 

o 3 

PBS 

EXTRACTO DE BAZO { BB) 

SIN TRATAMIENTO 

DIAS POST-INMUNIZACION EP (DOSIS UNICA) 
(0.2 ml al 20% (v/v) en PBS pH 7.2) 

* DIFERENCIA ESTADISTICA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA CON RESPECTO AL 
TESTIGO \P < 0.001). 
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VIII. DISCUSION 

Los resultados del presente estudio indican que el extracto de hfga­

do de cerdo. incrementa notablemente la respuesta inmune humoral en ratones 

durante un corto lapso determinado mediante la técnica de las células 

formadoras de anticuerpos lo cual esta de acuerdo con los datos reporta­

dos por V.P. Filatov (21). 

Tratar de discernir la naturaleza quimica o el modo de acción de los 

biógenos es algo por demás complicado y esta fuera en los propósitos de 

este estudio, lo único que se puede hacer son aproximaciones con base en 

conocimientos bien establecidos tratando de encontrar una posible corre­

lación entre estos y los biógenos. 

Se ha demostrado que existen sustancias de origen bacteriano las 

cuales tienen efectos inmunopotenciadores sobre el sistema inmune (18, 

?.1). Estas tienen la particularidad de actuar a distintos niveles del 

sistema inmune y actúan a concentraciones relativamente bajas. 

Considerando que el órgano pudiera haber sufrido una contaminación 

bacteriana, los productos de la degradación podrían estar presentes en el 

órgano y ser precisamente estos y no el biógeno los que ;:>redujeron el 

efecto mftogénico. 

Un constituyente con propiedades inmunorreguladoras bien conocidas 

es el lipopolisac&rido (LPS) el cual se encuentra presente en la pared 

de las bacterias gram-negativas; se ha mostrado en diferentes experi-­

mentos (11, 58, 60), que el LPS al ser suministrado antes que el antígeno 

(Ag) tiene efectos inmunosupresores impidiendo la respuesta. Si el ex­

tracto de hfgado hubiese tenido LPS hubiera suprimido la respuesta a los 

(54) 



eritrocitos de borrego lo cual hubiera manifestado un decremento en et 

número de las células fonnadoras de placa (CFP). cosa que discrepa con 
I 

los resultados obtenidos en los cuales se observó un incremento en la 

respuesta. al menos hasta el tercer día postinocula'éión de EB. para luego 

volver a niveles semejantes a los del grupo testigo •. 

Es bien conocido que existen factores libera dos por los 1 i nfoci tos 

T llamados faterleucinas los cuales tienen un amplio campo de acción en 

las respuestas inmunológicas: estos actúan a bajas concentraciones 

{lo-10 M) y tienen múltiples funciones ( tablas 2-5). 

A primera instancia se podría inferir que los extractos tienen acti-

vidad similar a las interleucinas pero esta actividad puede ser descarta-

da por el hecho de que estas son inactivadas a temperaturas superiores a 

70ºC (66) ya que de acuerdo al método de obtención del biógeno descrito 

en el apéndice I A. los extractos de hígado son sometidos a 120º C duran-

te una hora sin que por esta razón se pierda su actividad inmunopotencia-

dora. 

Se ha demostrado que existen factores de crecimiento los cuales tie-

nen una gama bastante· amplia de funciones entre las cuales destaca su ac­

tividad mitogénica sobre células de cultivos celulares y su actividad 

inmunorreguladora (15). Podría pues existir cierta correlación de éstos 

con los extractos de hígado. discrepando solamente en que los métodos de 

obtención de los factores de crecimiento requieren de una tecnología bien 

establecida. la obtención de los extractos de órganos es sencilla y se 

puede llevar a cabo en laboratorios modestos no implicando gastos eleva­

dos en su obtención. 

Llama la atención. el hecho de que el extracto de hígado, dió mejo--
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res resultados que el de bazo y que además. provenfan de una especie di­

ferente (cerdo) a la tratada (rat6n). Esta diferencia en la respuesta 

inmune observada (tabla 7 y figura 4). se pudo deber. en parte, a que el 

hígado desempeña cerca de 500 funciones diferentes, algunas de las cua-­

les son de tipo inmunitario (48) y que tiene mayor poder de regeneracién 

que el bazo (48). lo cual implica que el hígado pudiera producir mayor 

número de sustancias con propiedades estimulantes de ciertas células que 

el bazo, al ser sometido al proceso descrito por V.P. Filatov (21) para 

obtener extractos de tejidos. 

Por otra parte los resultados obtenidos indican que. bajo las condi 

ciones experimentales empleadas. los extractos de hfgado y bazo no tie­

nen efecto sobre el incremento de peso de los ratones. lo cual no es una 

regla general, pues como es de suponer son muchas las variables que in-­

fluyen en el experimento por lo que un conocimiento más racional y diri­

gido podría esclarecer si efectivamente tiene o no act;vidad alguna so-­

brc el inci"ernento·de peso o simplemente podría tratarse de una cuestión 

de dosis. 

Sardiñas en 1985 (67) reporta obtener buenos resultados con el uso 

del extracto de hfgado en el incremento de peso de cerdos y bovinos des­

nutridos; en apoyo a sus observaciones se encuentran la de numerosos ir.­

vestigadores cubanos las cuales han reportado resultados por demás sor'-­

prendentes con el uso de otro producto biológico 1 lamado hemol izado 

l 4 • 28. 29. 30. 31 • 6 7 y 68) • 
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IX. CONCLUSIONES 

Los resulta dos de este trabajo confirman que tanto el extracto de 

hígado como el de bazo activan eficazmente la respuesta inmune humoral. 

No obstante, el extracto de hígado aumenta de una manera más si gni fi catj_ 

va la respuesta inmune humoral del ratón. El por que de esta diferencia 

podría deberse a que el hígado tiene un gran poder de regeneración y es­

te poder de regeneración es probablemente el que permita al hígado mante 

nerse en un e,stado de supervivencia más prolongado y por ende producir 

una mayor cantidad de biógeno. Por el contrario el bazo debido a que 

carece de este poder de regeneración su tiempo de s upervi venci a en re-­

fri geración va a ser más corto trayendo como consecuencia una menor pro­

ducción del biógeno. 

Los resultados obtenidos muestran que los extractos de hígado y ba­

zo de cerdo no tienen un efecto significativo sobre el incremento de peso 

de los ratones, aunque por la metodología empleada en el presente estu-­

dio no fue posible controlar todas las variables que influyen en este 

parámetro, por lo cual no se descarta del todo que estos extractos pudie­

ran tener actividad sobre el incremento de peso, 'J cual podría ser tema 

de futuras investigaciones. 

El presente estudio demuestra que los biógenos tienen un efecto in­

munopotenciador independiente de la especie y da la pauta a seg~ir para 

que futuras investigaciones traten de discernir la naturaleza química, el 

modo de acción y el nivel al que actúan estos extractos lo cual podría 

contribuir ampliamente en su aplicación con fines terapéuticos y ser una 

arma de gran utilidad en la lucha contra las enfermedades crónica$ causa­

das por microorganismos y parásitos de los animales y el hombre. 

(57) 



X. A P E N O I C E l A 

PREPARACION Dt EXTRACTOS DE ORGANOS* 

Según V.P. FILATOV (21). 

l. El órgano del animal recién sacrificado se colecta, se coloca en un 

recipiente estéril, se cubre y se conserva durante 7 días a 2-4º C. 

2. Un trozo de aproximadamente 100 gramos del tejido, se lava 4 - 5 

veces con agua destilada. 

3. El trozo se parte en pequeños pedazos, se machaca con el mortero, 

agregando 10 veces su peso de agua destilada o de SSF y se deja a 

temperatura ambiente por 1 hora removiéndolo de vez en cuando. 

4. Colocar en baño María (70 - 80° C) durante 30 minutos. 

5.- Filtrar a través de algodón. Hervir el filtrado durante 2 minutos 

y se vuelve a filtrar a través de papel. 

6. Distribuir en ampulas de cristal (u otro recipiente del mismo mate­

rial) que se cierran a la llama. 

7. Esterilizar en autoclave durante una hora a 120º C. 

"Los extractos obtenidos de esta manera están casi libr'?s de proteí-

nas". 

"Los extractos pueden conservarse sin que pierdan su actividad, por 

lo menos 12 meses". 

*los órganos que se han estado trabajando son: hígado, bazo y timo. El 

que ha producido los mejores resultados, en cuanto a ganancia de peso 
en los animales tratados, es el extracto de hígado (21, 67). 
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A P E N D I C E II A 

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTEHCION DE CELULAS DE BAZO DE RATON {43). 

1.- Material y equipo. 

- Ratones cepa Balb/c, C 57 ó DBA/2 
- Tijeras de 7 u B cm. curvas y rectas, una de cada una 
- Cajas de Petri de plástico de 60 x 15 mm 
- Jeringas de plástico de 20 ml 
- Tubos de centrífuga con tapón de plástico de 15 ml 
- Pipetas Pasteur con bulbo del número 1 
- Baño de hielo 
- Gradillas para tubos de ensayo 

Centrífuga refrigerada 
- Vortex 
- Tubos de ensayo de 10 x 75 mm 
- Mechero Bunsen 
- Coladeras pequeñas {de las empleadas para biberones) de plástico 

Embolas de plástico 
- Etanol al 70% {v/v) en agua bidestilada 
- Buffer de Fosfatos salino {PBS) pH 7.2-0.15 M 
- Solución salina balanceada de Hanks' pH 4.2 - 7.4 suplementada 

con 5% de suero fetal bovino descomplementado (56ºC por 1 hora). 

2.- Procedimiento. 

a. Sacrificar al ratón por dislocación cervical o inhalación de co2• 

introducirlo en la caja de Petri la cuál contiene etanol al 70% 

y humedecerlo por completo. 

b. Poner el ratón boca arriba y practicar una insición longitudinal, 

localizar el bazo y extirpar el órgano; pasar levePen:e este por 

la flama del mechero. 

c. Lavar posteriormente el órgano extirpado con PBS ¡¡fi 7.2 para eli-

minar hasta donde sea posible la sangre. 
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d. Introducir el órgano en una coladera de plástico pequeña y con 

la ayuda de un émbolo de jeringa macerar el órgano agregando 

2. 5 ml de PBS pH 7. 2, ca 1 ectar el homogenado en un tubo de ens a­

yo el cual debe encontrarse en un baño de hielo. Lavar con 2.5 

ml de PBS pH 7.2 la coladera y el émbolo para evitar la pérdida 

de células. 

e. Centrifugar la suspensión celular a 4° e por 10 minutos a 220 X 

g. Transcurrido este tiempo decantar el sobrenadante y resuspen­

der el paquete celular en 5 ml de PBS pH 7 .2 frio repetir el paso 

anterior una vez más. 

f. Decantar e1 sobrenadante y homogeneizar el paquete con la ayuda 

del Vortex; agregar 2 ml de agua bides"tilada y contar 15 segundos 

antes de agregar 5 ml de solución salina balanceada de Hanks' 

(5% de· suero fetal bovino). El paso anterior, choque hipotónico, 

tiene como finalidad eliminar células rojas las cuales pueden 

interferir en el conteo de células linfoides. 

g. CentrifUgar la suspensión celular por 10 minutos a 220 Xg a 4° C, 

transcurrido este tiempo decantar el sobrenaJánte y agregar al 

paquete un volumen exacto de 2 ml, resuspender y almacenar a 4°C 

hasta su uso. 

3.- Comentarios. 

Mantener la temperatura entre 2 - 4°C ya que temperaturas superio­

res afectan la viabilidad de las células linfoides. 

Obtener el órgano lo más asépticamente posible ya que la contami­

nación bacteriana puede influir en los resultados obtenidos. 
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A PE N D I C E III A 

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD POR EL METODO DEL AZUL DE TRIPAN (25). 

El número o porciento de viabilidad de células blancas puede ser 

determinado tiniendo las poblaciones celulares con azul de tripán ~'fe­

renciando las células tenidas no viables de las células no tenidas via­

bles. La cuenta debe de ser rápida; además e·l colorante tiene afir.' ,:ad 

por las proteínas, la eliminación del suero del diluente celular podría 

permitir una más apropiada determinación de la viabilidad celular. 

1.- Material y reactivos. 

- Suspensión celular 

- Azul de tripán (p/v) en agua bidestilada (0.2%). 

- Solución de NaCl 4.5 % (p/v) SX 

Tubos de ensayo pequenos 

- Pipetas serol ógi cas de 1 ml 

- Hemocitómetro 

- Microscópio con aumento de 40 X 

2.- Procedimiento. 

a. El día del uso, mezclar 4 partes del colorante azul de Tri:ár. 

0.2% con una parte de solución salina 5 X. 

b. A una parte de la solución anterior adicionar una parte 6e la 

suspensión celular (Dilución 1:2). 

c. Poner las células dentro de un hemocitómetro y contar e1 r:1r.ero 

de células dentro de un hemocitómetro y contar el númerc :;,,; cé­

lulas blancas no tenidas (viables} y tenidas (no viables) s:pa­

radamente. Para una mayor exactitud, contar más de un to:.~· :e 
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200 células combinadas. 

·i de céls. viables= ~~~-~!-~!~!~~-~!~~!i::! _______ X 100 
Número total de células contadas 
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A P E N O I C E IV A 

CONTEO DE CELULAS NUCLEADAS OBTENIDAS DE SUSPENSIONES DE BAZO {25, 54). 

El siguiente procedimiento es la estandarización de suspensiones ce-

lulares de bazo para el ensayo de rosetas. 

l.- Material y reactivos. 

- Suspensión celular 

- Hemocitómetro y cubreobjetos 

- Microscopio 

- Pipetas Pasteur y bulbos de plástico del # 1 

- Contadores 

- Solución contadora: ácido acético al 3% en agua bidestilada o áci­

do acético al 3% con 0.01% de violeta de Genciana {Solución de 

Turks'). 

2.- Procedimiento. 

a. Etiquetar dos tubos de 10 x 75 mm A y B pipetear 2.4 ml y 4.9 ml 

de la solución de Turks' a cada tubo respectivamente. 

Al tubo A y B agregar 0.1 ml de la suspensión celular con lo que 

se tienen las diluciones A 1:25 B 1:50 llevar las suspensiones 

con micropipeta al hemocitómetro, dejar repósar por dos minutos. 

b. Contar los cuatro cuadrados grandes de los globulos blancos. Un 

mfnimo de 200 células debe de ser contado. Determinar el número 

promedio de células de los cuatro cuadrados grandes. 

Este es el número de células por 1 mm2 o por 10"4 cel/ml. 

Asi que: 

Cels./ml = (Número promedio de céls. por cuadrado grande) X 

104 céls./ml X __ ! ___ _ 
Dilución 

(63) 



A P E N D 1 C E V A 

TECNICA DE LAS CELULAS FORMADORAS DE PLACA, PLACAS DE c·1NNINGH ~~. 

(Matriz lfquida, Método del protaobjetos} (54). 

No es necesario usar un gel de soporte, como el ag .. r, oar. los .-; 

sayos en placa. Cunningham inicialmente propuso una mo !ificac•ón er. 1:­

cuál las células linfoides y las células rojas indicadoras era" pue~~o.s 

en una microcámara permitiendo su acomodamiento en una monocar. en ¡,-_ 

base de la cámara (25). El método es simple, económico y sensitivo. '.:< 

condiciones son dirigidas para ser favorables a la examinación micrusco­

pica de las células formadoras de placa (PFC) y permitiendo L -,bsr 

ción de las rosetas y .formación de placas por la misma célu1a. Goer· 

mente considerado a ser el ensayo hemolítico de placas más sensitivo, 

este método puede también ser adaptado para estudios de mi crom;;ni pul a--

ci ón. 

1.- Materiales y reactivos. 

a. Construcción de las microcámaras 

- Portaobjetos de microscopio 

- Cinta de doble adhesivo "Scotch" de 2-5 • - "º anc'1o 

- Mezcla fundida de iguales partes de cera de pa<'3fina y 

vaselina. 

b. Ensayo 

Células rojas indicadoras lavadas (EB) 

- Suero de cobayo como fuente de complemento 

- Suspensión de células linfoides conteniendo células forma-

doras de placa (CFP) 

- Solución salina balanceada de Hanks' pH 7.2 suplementada con 
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5% de suero~- ··bovino. 

- Solución 1:1 de metanol absoluto - acetona 

- Placas de cultivo celular o placas de microtitulación 

- Micropipetas del tipo Eppendorf o similares 

2.- Procedimiento. 

a. Construcción de mi crocámaras: 

- Lavar los portaobjetos por inmersión de estos en la solu­

ción desengrasante de metanol-acetona, limpiarlos con un 

paño limpio. 

- Poner de 10 a 20 portaobjetos en una hilera. 

- Poner dos tiras de cinta de doble adhesivo en los extre-

mos de los portaobjetos y una más en el centro. 

- Poner los portaobjetos limpios en la superficie de los 

portaobjetos formando una vía. La profundidad de la cámara 

es el espesor de la cinta entre los dos portaobjelos. La 

capacidad por cámara es de aproximadamente 65 ul. 

- Separar las cámaras así construidas por la flexión de por­

taobjetos adyacentes. 

b. Ensayo 

- Suspender células linfoides conteniendo CFP en solución sa­

lina Buffer de Fosfatos pH 7.2 suplementado con 5% de suero 

fetal bovino, mantener la suspensión en hielo. Diluir aprE_ 

piadamente la suspensión celular para ~ener una concentra­

ción que de 75 a 100 CFP/cámara. 

Preparar una suspensión de células rojas indicadoras (EB) 

en solución salina balanceada de Hanks' pH 7.2 (5t de suero 
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fetal bovino) conteniendo suero de cobayo como fuente de 

complemento. Esta suspensión consiste de: 

0.550 ml de SRBC el 10~ (v/v) en solución Buffer de Fosfa­
tos (PBS) pH 7.2 

0.300 ml de suero de cobayo concentrado 

2.00 ml de solución salina balanceada de Hanks' pH 7 .2 

conteniendo 5% de suero fetal bovino. 

Mantener la suspensión en baño de hielo. 

En una serie de placas de cultivo celular poner a tempera-

tura ambiente 0.4 ml de suspensión de células linfoides 

(10 6 Cels. viables/ml) y 0.4 ml de la suspensión de células 

indicadoras. Agitar la mezcla. 

Con la micropipeta poner en cada· cámara 65 ul, evitar exce-

sos 

Cerrar los extremos de los portaobjetos de la mlcrocámara 

con cera de parafina e incubar los portaobjetos en la es-

tufa de incubación durante 90 mlnutos a 37º e 
Las placas hemolfticas son completamente visibles a simple 

vista pero solo son contadas bajo e1 microscopio de poco 

poder con iluminación oblicua. 

3.- Comentarios. 

a. Calentar o permitir que la temperatura de la suspensión as~ for­

mada se estabilice con la de la cámara antes de llenar esta úl-

tima; esta precaución puede prevenir la formación de burbujas 

de aire formadas por la diferencia de temperaturas lo que con-

duciria a errores experimentales. 
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b. La vaselina t11 la mezcla con parafina ablanda esta así que no 

rompe y permite que el medio en el interior de la cámara se 

mantenga hidratado. 

c. No es indispensable que la estufa de incubación tenga un 5% de 

co2 lo que si es importante que tenga una suficiente cantidad 

de vapor de agua para impedir que 1 as cámaras se sequen. 
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