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l>ITROOUCCION 

Las personas y animales de laboratorio pueden presentar 

diferentes tipos de inmunodeficiencias. Dentro de estas se 

pueden considerar dos grandes grupos. Una es la llamada primaria o 

congénita, que se presenta desde el nacimiento y la otra es la 

secundaria, que se puede adquirir en cualquier ~omento a lo largo 

de la vida y que puede ser transitoria o definitiva. 

En los ólti.as anos ae h• observado un auaento IK.ly Qrande en 

el r..:i ... ro de pacientes con iNDUnodeficiencias secundarias. Estas 

personas pueden presentar diversos orados de inmunodepresi6n 

a causa de varios ~actores etiológicos entre los cuales se pueden 

citar: las infecciones por virus o bacterias, el cAncer, la 

desrn.1trici6n, la edad avanzad•, la contarninación ambiental, la 

drogadicción, la administración de ciertos antibióticos y 

asteroides, la e>eposici6n radiaciones, las intervenciones 

quirárgicas, etc •• Como una consecuencia estas personas presentan 

infecciones sobreagregadas, que complican la evolución de la 

enfe,-medad primaria y aumentan 1 a tasa de mortalidad de las 

•isma5. Por esta razon, en los áltimos anos han aumentado los 

esfuerzos de los inva•tioadores por prevenir las infecciones de 

las personas inmunocomprometidas preparando nuevas vacunas 

por ejemplo contra Streptococcus beta hemolitico del grupo A o 

Plasmodium falciparum y adem.ls adyuvantes m.15 potentes. 



Sin embargo, en esto~ casos se pre~enta el problema de que 

las vacunas no estimulan una buena protección, por lo que e; 

necesario aplicar refuerzos o ad~inistrar el inmun6oeno junto con 

Adyuvantes. Desde hace años existe un gran interés por descubrir y 

conocer las caracter1sticas inmunopotenciadoras de nuevas 

sustancias que puedan fiervir como adyuvantes. (67). 

En la naturaleza existen una oran vari•dad de sustancia• 

que pueden supri•ir o potenciar la respuesta irwunol6gica. Alounas 

de las rrás estudiada5 son los componentes auperficiales de 

las bacterias gra•negativas, cocno los lipopolisacAridos <LPS> o 

endoto><inas, los cuales normalsnente ID4ntienen diversas 

interacciones con las células del siste~a irWMJnolóoico. Aunque 

éstos componentes bacterianos presentan la carecteristica de ser 

adyuvantes potentes, tienen la desventaja de pr•sentar reacciones 

secundarias 

Nin vivo•. 

adversaií tanto en aodelos 

En el presente tr·abajo se estudian los 

"in vitre• coeo 

posibles efectos 

inmunomoduladores de un componente bacteriano que 

encuentra asociado a la mayor1a de los LPS de las b•ct•rias 

gramneoativas. Este hapteno es un tri5ac~rido que ha •ido 

denominado ""Anti r¡¡eno Co«tn de las Enterobacterias'" o ECA La 

hipótesis del trabajo propone que este hapteno puede e~ti.ular o 

potenciar la respuesta anti-glóbulo~ rojo• de canero al ser 

inyectado intraperitonealmente horas después del antlgeno y 
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a largo plazo espera que el ECA pueda ser utilizado como un 

potenciador de la respuesta inmunológica a causa de su aparente 

inocuidad. 

Nuestro e5tudio fue diseñado sobre un .adelo "in vivo• y los 

resultados mostraron que a ciert•s dósis y a condiciones de 

inoculación dadas, el ECA puede potenciar la respuesta if\fllllne 

humoral de anticuerpos anti-glóbulos roJos de carnero. 
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CAPITULO l 

A.HTECEDEHTES 

1.1. CLASIFICACION DE AD'tUVA.HTES 

Un inmunpadyuvante es una sustancia 

biol6Qica que influye directamente sobre 

biol6t;1ica 

la furn:i6n 

espec1~íca 1 ~edificando uno o mas componentes la 

o no 

irununl? 

red 

inmunorreQuladora ~ar~ aumentar o potenciar 

de 

la respuesta 

inmune <1>. Existe un enorme número de compuestos que han sido 

descritos como inmunoadyuvantes y que son notabletr.ente 

diversos, tanto en su composición como en su origen y mecanismos 

de acción. Debido a esta oran diversidad se han presentado 

dificultades en su cla•iricaci6n. 

Para tratar de agruparlo& en forma 

propuesto su clasificación de acuerdo a su 

puede aer: mineral, sint•tico, qulmico, 

aut6logo. 

1.1.J Adyuvantes de Origen Mineral 

general, se ha 

ori gen, el cual 

bacteriano y 

Compuestos de aluminio. La primera vez que &e utilizaron 

compuestos de aluminio como adyuvantes ~ue en el ano de 1926. 
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Desde entonces los antigenos precipitados, mezclados o adsorbidos 

con los compuestos de aluminio han sido usados ampliamente para 

incrementar la respuesta inmune tanto en animales como en humanos. 

Estos cOff\ponentes y otros muy similares se consideran muy 

i•portantes por tener las siguientes caracterlsticas: 

1.-Retardan la eliminac16n del antigeno 

2.-Hacen mas efectiva la presentaci6n del antigeno al servir 

como depósito del mismo. Algunos trabajos han demostrado (2) 

que las geles de aluminio aparecen en nódulos linfaticos de 

conejos varios c11as después de su administraci6n junto con el 

antlgeno. 

Varios estudios han conf1rmado que la respuesta inmune 

humoral aumenta cuando los antigenos se administran con geles de 

aluminio. En cambio esos mismos adyuvantes solo aumentan 

moderadamente la inmunidad celular (3), asi como las reacciones de 

hipersensibilidad tipo tard.10. 

El hidr6xido y fosfato de aluminio son los geles m.1.s 

utilizados en humanos. Generalmente los pacientes no tienden a 

presentar reacciones de hipersensibilidad después de su 

administraci6n. Estos estudios corroboraron con 

en ratones de los cuale5 se obtuvieron cortes 

experimentos 

histológicos 

que se e~am1naron microsc6picamente (4) después de haber sido 

administrado el gel del compuesto de aluminio. 



Uno de los principales inconvenientes que tienen estos 

compuestos es su presentación en ~arma de gel y debido a esto no 

se pueden liof1lizar, aunque el inmunógeno se encuentre 

liofilizado por separado es necesario ~entenerlos a baJas 

temperaturas. Su principal desventaja es que no son capaces de 

potenciar la respuesta inmune celular, por lo que solo han sido 

utilizados para incrementar la respuesta de anticuerpos y obtener 

un mejor grado de proteccíón contra ciertos patógenos. 

t.J.2 Liposomas 

Los lipos01aas son esferas formadas por una bicapa de 

fosfolipidos, y un compartimiento acuoso central, en donde 

la fase acuosa que contiene a los antlgenos queda atrapada. La 

membrana de los liposomas puede estar compuesta de lecitina, 

colesterol y estearilamina en proporciones de 7:2:1. Estos 

componentes proporcionan una carga C+>, pero si la estearilamina 

es sustituida por el ~cido fosfat1dtco o acetil-fosfato tiende a 

presentar una carga (-). Los liposomas ~ueron utilizados por 

primera vez en 1974 para aumentar la respuesta pri•aria de 

anticuerpos en contra del toxoide di~térico, COfftPar~ndolo con 

la inoculación del toxoidc fluido. Los resultados revelaron que 

cuando el toxoide se inoculó en liposo.as caroados negativa.ente 

se presentó una respuesta de anticuerpos ~s alta que cuando 

el toxoide se inyect6 solo (5). 

b 



Existe controversia ~especto al modo de acción de los 

liposomas. Se considera que el antlgeno dentro del liposoma 

racilita su ingestión por los macrófagos y provoca una 

presentación m).s eficiente del antígeno. 

Diversos trabajos han comprobado que la potencia de los 

liposomas para incrementar la respue$ta hu~oral y celular puede 

ser mayor aan si se le adiciona LPS, 11pido A o muramil dipeptido 

(6, 7,8). 

1.1.3 Adyuvantes Slnlélicos 

Se han utilizado numerosos compuestos sintOticos con la 

~inalidad de e5timular la respuesta del sistema inmunitario~ La 

mayor parte de ellos están formado~ por copolimeros. Algunos de 

ellos de naturaleza hidrofilica como el polioMietileno y otros 

son de naturaleza hidrofóbica como el polioMipropileno. 

Administrándolos en diferentes proporciones ~e ha podido comprobar 

la relevancia que tiene la presentación fisicoquimica de un 

antigeno mozclado en pequeñas cantidades de diFerentes aceites. 

En un estudio se ha encontrado que los polimeros relativamente 

hidrofóbicos promueven la ret~nción de albómina sérica bovina 

sobre el aceite y por lo tanto inducen una alta respuesta 

de anticuerpos anti-BSA, en comparación con los copollmeras 

hidrof1lico9 t9J. Por manipulación las cantidades 

copollmeros tanto hidro.fóbicas como hidro~ilicos con el 
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antígeno, se puede obtener una respuesta m:..s efectiva d" 

anticuerpo~ ~in la formación d" granuloma " i nfl amación 

(10). 

1.1 .. .C. Adyuvantes Qui Ja! cos 

La potenc1ac16n general de la respuesta inmunitaria 

también la pueden llevar a cabo diferentes sustancia~ químicas y 

bioqu11nicas como por ejemplo polinucleótidos sintóticos, 

nucleótidos ci el icos, aedicamentos y hormon.1.s. 

El mecanismo de acción de tales sw::ot.:tncias se explica porque 

modifican el metaboliSJrtO de las cálulas presentadoras de antlgeno 

y de los linfocitos. La respuesta de las células fnmunocompetentus 

estimuladas por el antlgeno implica un metaboli5mo muy activo, de 

modo que al añadirles algún inhibidor o estimulador se pu2de 

obtener la consiguiente 

metabolismo .. 

los linfocitos T 

disminución o 

son altaaente 

aumento de dicho 

sensibles a una 

modificación en la concentración de VArias hor.-.onas. Se conoce que 

las aminas bi6g&nas, los agentes colinérgicos, la hortnoni1 del 

creci•iento, la insulina, los corticr.esteroides, 

la progesterona, la testosterona y las hor•onas de la pituitaria 

actóan directamente sobre varias subpoblaciones de linfocitos T 

(11). 

B 



Muchas de las hormonas, medicamentos y particularmente las 

aminas bí6genas, los agentes colinérgicos y las prostaglandinas 

provocan cambios del metabolismo de los nucleót1dos ciclicos de 

los linfocitos. As! por ejemplo, conoce que el GHP ciclico 

estA involucrado en el estimulo de la proliferación de los 

linfocitos mediante mit6genos y antigenos. Parece que éste es 

el principal mecanismo de inmunopotenc1aci6n que se obtiene cuando 

se administran sustancias que madi fican la concentración 

intracelular de los nucleótídos ciclicos. 

En relación al uso de medicamentos como inmunoestímulantes,se 

puede mencionar al levamisol que es un derivado sintético del 

tetramisol, un medicamento antiparasitario de gran utilidad en 

veterinaria, algunos autores han encontrado que el levamisol 

puede aumentar la resistencia del huésped contra las células 

tumorales • Esto ha ocurrido bajo ciertas condiciones, como 

al administrarlo conjuntamente con otros medicamentos que 

puedan reducir la carga tumoral. 

Actualmente se conoce que el levamisol administrado junto con 

el 5-fluorouracilo (5-Fu) a personas con c~ncer, induce resultados 

bastante satisfactorios en el proceso de recuperación del 

pac.iente en comparación a los resultados obtenidos en pu.cientes 

a los cuales solo se les administra el 5-Fu. (12>. 

Se conoce que este compuesto tiene e~ecto sobre los 
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macr6fagos y linfocitos T, aumentando la quimiotaxis y la 

fagocitosis, asl como también intensificando la respuesta de los 

linfocitos inducida por mit6genos. 

1.1.5 Moduladores Naturales de la Respuesla Iruat.me 

Entre los inmunoadyuvantes se pueden considerar productos 

que normalmente son liberados por los macrófagos y los linfocitos 

de animales vertebrados. Varios de éstos factores solubles entre 

los cuales se encuentra la IL-1 y la IL-2 ya han sido 

aislados por atedia de técnicas de DNA recombinante y propuestos 

como adyuvantes de la respuesta inmunitaria. 

La IL-1 estí•ula la proliferación de los linfocitos T y por 

consiguiente, existe la posibilidad que pueda ser utilizado como 

un adyuvante. Esto ha sido prop>uesto y demostrado en un estudio en 

el cual se incrementa la respuesta de lQG para la BSA cuando 

la IL-1 se administra de 1-2 h después de la primera 

del anti.geno, sin e11abargo la cttocina tiene otros 

dosis 

efectos 

biológicos tales cotJlO provocar fiebre y producir una fase 

reactiva aguda. Ahora ya es posible que e•tas propiedades 

puedan ser eli•inadas obteniendo el derivado no p1rog~nico que 

conserve la capacidad de estimular la proliferación de los 

linfocitos T (13). Se conoce que l•s dos clases de IL-1, alfa y 

beta, presentan la •isma actividad. 
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Entre las trúltiples actividades, "in vivo" e "in vitre de la 

IL-2, se encuentran: t>la de actuar coma un ~actor estimulador 

de la praliferac16n de los linfocitos T, 2lLa liberación de la 

IL-2 por células Th
1 

modula la citotoxicidad mediada por 

células. Por tal caracter1stica ha sido propuesto que dicha 

otra interleucina puede ser usada como un agente anti-tumoral o 

para mejorar la inmunidad en paci~ntes con inmunodeficiencia (14). 

1.1.6 Sustancias de Origen Bacteriano 

Hucha5 moléculas que se encuentran distribuidas en la 

superficie celular de las bacterias pueden actuar como moduladores 

del sistema inmunológico. Estos componentes super~iciales que 

pueden tener una actividad estimulante o supresora de la 

inmunidad han sido encontrados tanto en bacterias 

grampositivas como en las gramnegativas y las micobacterias. 

I Adyuvantes Derivados de Bacterias Gramposilivas 

Las sustancias que tienen un efecto inmunomodulador y estan 

presentes en las bacterias grampositivas, consisten de grandes 

complejos covalentes como por ejemplo, los peptidoglicanos y 

algunos polimeros del ácido taicoico y del ácido teicurónico. 

A) Poplidoglicanos 

Dentro de los componentes de las bacterias grampositivas 

11 



algunos de ellos han sido muy estudiados, como es el caso 

las péptidogl1canos, que presentan ciertas 

caracteristicas biológicas <15> y se enumeran a continuación: 

1.-Inducción de formación de anticuerpos 

2.-Prop1edades de endotoxina 

3.-Act1vaci6n de complrmcnto 

4.-Activador policlonal para células B 

5.-Efecto sobre macr6fagos <aumenta fagocitosis y quimiotaKis) 

6.-Efecto sobre granulocitos <aumenta fagocitosis y químiotaxis) 

7.-Estímula la liberació~ de 

prostaglandinas> 

mediadores histamina, 

e.-lncrementa la actividad tumoricida. 

9.-lnduce inflamación. 

La actividad inmunológica interés las 

péptido9licanos es su efecto inmunopotencíador, el cual ha sido 

demostrado en algunos eKperimentos realizados en anicaales y 

humanos. Dos péptidoglicanos de S.aureus tienen acción mitogénica 

sobre las células humanas (\6). En ratones se ha observado tanto 

el efecto mitogénico como la estimulaci6n de la producción de 

anticuerpos, provocados por el •ismo componente bacteriano 

(17, 18, 19). 

En otros estudios con preparados de la pared celular de 

varios microorganismos grampositivos se pudo observar que 
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los pepti dogl icanos de: Proteus vulgar is, Moraxel l~ g~i:_: dolyt ica, 

Neisse,.~a perflava, H1cobacterium bovis, St_aphylococcus ~' 

Hicrococcus luteus, Lactobacillus plantarum, Nocardia asteroides, 

Baci l lus megater ium y Clostridium botul1num, son buenos 

estimulantes de la respuesta del sistema inmunitario. 

Desafor-tunadamente los pépt1do9licanos tienen la gran 

desventaja de ser insolubles en agua. Para poder administrarlos 

con el antigeno, estos deben ser solubilizados en un aceite 

mineral, pero debido a que este aceite no es metabol1zable en el 

organismo causa reacciones que son indeseables para los pacientes. 

Después de numerosos trabajos para conocer cuál era la 

estructura qu1mica responsable de la actividad biológica de los 

pépt ldogl icanos, los l nvestigadores concentraron sus estudios en 

el murami l d1péptido U1DP>, una subunidad muy pequena de 

la los pépt1doglicanos que resultó ser la responsable 

actividad inmunoestimulante de los mismos (20>. 

8) Acido leicoico 

Sobre la superficie celular se encuentran 

componentes, como el acido teicoico, que también tiene 

caracteristicas inmunomoduladoras. 

de 

otros 

ciertas 

Su actividad inmunomoduladora ~e demostró inicialmente "in 
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vivo"en di~erentes cepas de ratones y post~riormente i>I 

efecto rue confírmado en cultivos de c~lulas esplón1cas de 

ratones C3H/He3 v BDFt. A partir de estos hallazgos se C0111Prob6 

la influencia de la dosis en la inMunomodulación. A dosis bajas 

de 0.1-2.0 ug, el Acido teicoíco incr@menta la respuesta de 

células formadoras de placas y a dosts altas de b.0-10 ug 

suprime la respuesta <21>. 

Existen otro~ estudios que cunfirlt'an la actividad 

inmunom.oduladora de este componente bacteriano. En ratas se ha 

provocado una supre$i6n en la respuestá ck? células rormadoras de 

anticuerpos y una disminución de los titules de 

sér icos contra Ql6bulos rojQS de carttero <GRC>, 

anticuerpos 

cuando se 

administraron Junto con anticuerpos anti-~cido teicoico~ Cua"do 

las ratas no recib1an o no for-.ban anticuerpos anti-Acido 

teicoico entonces no se obterúa la supresión de la respuesta 

humoral (15) .. 

En cultivos de células esplénicas de ratones C57BL/6 

observó que la proliferación inducida por la concanavalina A 

para c6lulas T fue suprimida por el •tido teicotco, ~ientras 

que la proli~eracióh inducida por el LPS a las células B fue 

incrementada <22) .. Es posible que la activación policlonal de los 

lin~ocitos B por el ácido teicoico contribuya a una 

respuesta no especifica de def~nsa frente a la in~ección y lo 

mismo se podr1a decir de la estimula~ión de otras células COdK) los 

macrófagos .. 

14 



los efectos benéficos de la inmur,omodula.ción con el ác:.ido 

teicoico son discutibles actualmente (23>, pero es posible que más 

adelante el ácida teicaica se pueda utilízar para suprimir 

o potenciar la respuesta inmune en pacientes que asl lo 

requieran. Sin embargo todavla se necesitan más experimentos 

para confirmar la utilidad de este producto bacteriano. 

Adem.1 s no se conoce lo suficiente acerca de los efectos 

indeseables que se puedan presentar " in vivo " 

II Adyuvantes Dorivados de Bacterias Gralm"legativas 

El citoplasma de tas bacterias gramneoativas se encuentra 

envuelto por dos membranas,la interna y la externa,separados entre 

s1 por un espacio periplásmico. De la membrana externa de las 

bacterias gramneoativas se han obtenido diferentes moléculas,tales 

como el LPS, el 11pido A, varias protelnas y oligosac:áridos como 

el antigeno cotOCrn de las enterobacterias <ECA>. Todas las 

molóculas tienen diferentes actividades biológicas, tanto 

inmunoestimulantes como inmunosupresoras. 

A) LipopolisacArido 

El componente superficial de las bacterias gram <-> mi.s 

estudiado es el lPS. Ha sido extraido y purificado por diferentes 

procedimientos y durante varios anos se le consideró el factor 

bacteriano tóxico responsable de las diversas actividades 
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biológicas atribuidas a las endotoxinas! 

1.-Pirogenicidad 

2.-Activación del sistema complemento 

3a-Agregaci0n plaquetaria 

4.-Coagulaci6n intravascular 

5.-Aumento de la Ta9ocitosis 

b.-Estimulaci6n inespeci~ica de los linfocitos B 

7.-Shock y tnUerte 

Otra actividad biológica,lftá.s bien benéfica,del LPS es su 

efecto adyuvante, el cual ha sido observado tanto "in vivoH como 

•in vitro 11 (24> .. 

Cuando el LPS se inocula a conejos se ha pedido observar 

que, bajo ciertas condiciones de administración, la respuesta de 

anticuerpos au~enta significativamente.Se han utilizado_ diferentes 

par~metros para la adeinistración: l> inocular al mís~o tiempo 

el LPS con el anti geno 2) a diferentes tiempos y 3) i"nyectarlos. 

por vla diferente. 

El efecto adyuvante se observó cuando el LPS Fue adrr.ini•trado 

horas ctespubs d~l de9afJo con el antigeno cDffto ~ra a las 

+6,+12,+24 y +48 h 

inmunopotenciador a las 

,pero no 

-24, -12, -6, 

administración del antigeno <25,261. 

lb 

se presentó 

+72 y +'lb h 

efecto 

de la 



En otros e~perimentos también se observó como afecta la 

cantidad inoculada de LPS <27> comprobándose que la má.~ima 

cantidad de LPS que estimulaba la producción de anticuerpos era de 

10 ~glrat6n y que si disminu1a la dosis hasta 1.0 µg o aumentaba 

hasta 100 ~g. la respuesta inmunológica humoral disminula. 

El LPS es una macromol&cula cuya estructura quimica ha sido 

dividida en tres re9iones con diferentes propiedades quJmicas y 

biológicas. La región I, "anti geno O e5t~ constituida por 

una larga cadena de polisacArido y forma los antlgenos 

espec1~icos que proporcionan las principales caracter·.1 stícas 

serol6gicas de la bacteria. Esta ade~s se encuentra unida a un 

.. núcleo"' o "core" coron a todos los LPS y que a su vez, 

esta unido a un 2-ceto-3-deso~ioctonato-trisacArido !KDOl, 

.formando as! las dos porciones la región 11, la cual está 

liqada a un componente lipidico (región Ill> llamado lipido A. 

<24> Varios estudios demostraron que el l1pido A era la parte 

biológicamente actíva del LPS. 

Respecto a los mecanismos por 

modifican la respuesta inmunitaria, se 

siouientes• 

1.-Acción directa Gobre células B. 

los 

han 

cuales los LPS 

propuesto los 

2.-Acción directa sobre macrófagos <incrementa la actividad 

enzitn.a.tica intracelular e induce la secreción de IL-J y 

TNFl 

17 



3.-Induce la producción de citocinas,las cuales influyen en la 

función de las células T~ 

Cuando la respuesta de anticuerpos auinenta en presencia del 

LPS , tal respuesta probablemente sea la suma de los efectos de 

todos los mecanisnt0s. Si se incuban macrófagos con LPS, éstos 

secretan una serie de mediadores que pueden tener influencia 

sobre células y tejidos cercanos. Huchos de los •ediadores 

pueden también ser producidos por otras células esti1tUladas 

tales como linfocitos, fibroblastos o célulaG epi tel tales. 

Entre los factores liberados por los macr6fagos se encuentra la 

IL-1, FNT, IL-6, colagenasa, elastasa, componentes c2 , c3 , c4 , Y 

factor B, prostaglandinas, y leucotrienos. 

Los hallazgos más importantes que se pueden mencionar en 

rftlación a los linfocitos son los s1Quientess 

a) El LPS provoca una respuesta proliferatlva de los 

linfocitos B y una ulterior secreción de anticuerpos. Estos 

resultados se pueden lograr tanto en aniaales de!' laboratorio como 

en cultivos celulares~ Un aspecto ieport•nte de la interacción 

LPS-linfocito Bes el fen6meno de activación policlonal en el cual 

el LPS inicia una síntesis y secreción de inmunoqlobulinas 

en linfocitos inmunocompetentes sin la presencia de la respu1HJt• 

anamnósica inespeci fica. 
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bl El LPS 

linfocitos T 

no inicia una 

directamente, 

respuesta proliferativa de los 

sin embargo hay evidencia 

eMperímental de que probablemente, las interacciones 

citocinas-linfocito T 

respuesta. 

pueden estar involucradas en su 

Todos los estudios anteriores se han concentrado en observar 

las actividades biológica~ de algunos componentes superficiales 

de las bacterias, pero quedan por explorar muchas otraF. 

moléculas de las bacterias gramnegativas y algunos investigadores 

aún esperan obtener can ellas mejores resultadas en el estudio de 

las sustancias inmunomoduladoras. 

Algunos estudios han investigado tambié~ las actividades 

biológicas de una protelna asociada al llpido A y demostraron que 

era un potente mitógeno pero que sus efectos dependian de su 

d6sis ya que a concentraciones altas mostró ser muy tóxica. 

Otra sustancia a la que se le hicieron estudios de función y 

estructura fue un olucolipido sintético similar a la región 

lipldica del LPS y fue descrito como un potente mitógeno para 

célula~ B • Estos glucollpidos tuvieron un efectO comparable o 

fiUperior al del LPS,cuando la respuosta inmunitaria fue medida por 

medio de la técnica de células formadoras de anticuerpos. 

Sin embargo, en en~ayos de protección se observó que el 

LPS daba una protección del 80% mientras que el glucolipido 
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sintético s6lo de un 40~ <2Bl. 

Junto con todos estos componentes 

investigado una 1 ipoprotel na de la .eGbrana 

E.coli, detMlstrando su capacidad 

linfocitos B <29,30>. 

COGO ait6Qeno 

111 Adyuvanles Derivados de M.1.cob.ac~eriZLS 

Al Adyuvan~e do Froud 

se 

externa 

para 

ha 

de 

los 

La mezcla de un aceite ~ineral y aicobacterias auertas 

<adyuvante cocpleto de Freund) es uno de los adyuvantes 

conocidos -.is potentes para e1itiMUlar la respue5ta celular 

y hu~oral. Sin efllbargo la eaulsi6n presenta las siouientes 

df?sventajas:el aceite mineral ne es •etaboli:zable en los 

organ151ftos vertebrados y, las micobacterias provocan orave5 

reacciones granulo.atesas. EKiste otra fortAUlac16n diTerente en el 

adyuvante de Freund en dondg se emplea lanolin& pero presenta las 

siguientes desventajas:no se puede esterilizar en autoclave 

porque origina productos de descomposición con efectos 

indeseables en el oroaniStttO además con .,1 ti~o ti.,nde 

a solidi~icarse y es -...y di~icil hacer la tnezcla con el 

i nmunógeno .. 

Varios estudios realizados en hu.anos han revelado que al 
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vacunar personas con los antigenos del virus de la influenza junto 

con el adyuvante incompleto de Freund presentaron tumores y 

enfermedades autoinmunes que fueron atribuidas al aceite mineral 

C31).Adetnas se pudo observar que el adyuvante incompleto de Freund 

incre•entaba suficientemP.nte la inmunidad celular, Sin embargo 

se emplea mucho en caballos para la obtención 

hiperinmunes porque aumenta 

humoral. 

considerablemente la 

de sueros 

respuesta 

Se han utilizado otras emulsiones con 11p1dos metabolizables 

formadas a base de glicerol, lecitina, escualeno y aceite de 

sésamo, c:on la esperanza de que la emulsión 

degradable, estable, efectiva y no carcinogánica, pero los 

resultados obtenidos han mostrado que las mezclas tienen una 

menor eficiencia (32). 

9) Muramil Dipéplido 

El muramil dipéptido CMDP> ha sido identificado como el 

componente "ICtivo responsable de las actividades 

htmunoestimulantes del ACF, se le hicieron gran cantidad de 

estudios, correlacionando sus actividades c:on las ya 

existentes en los pd>ptidoglicanos. Todos los estudios revelaron 

resultados muy similares en la mayoria de las actividades, 

tales como: efecto adyuvante, estimulaci6n del sistema 

reticulo endotelial y activación de linfocitos. 
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Una vez conocidas las actividades biol6g1cas del HDP los 

trabajos siguientes condujeron a la slntesis de un compuesto que 

presenta las mismas actividades inmunopotenciadoras 

descritas anterionnente. En la actualidad grandes compañ.i as han 

originado un potente mercado para el inmunOfDOdulador sintético. 

Las graves reacciones producidas tanto en el sitio de 

1noculac16n como en los ródulos linrAticos por el NDP al ser 

inyectado r.compañado de aceite miner..tl, ha llevado lo!> 

investigadores a sintetizar varios derivados del HDP que sl 

han sido capaces de inducir una hipersensibilidad tipo t<'H'dlo 

en cobayos cuando el producto es ad4nin1strado en l ipu5omas o en 

solución amortiguadora de ~osratos. Los derivados del MDP 

h~n probado ser útiles para incrementar la producc.i6n de 

anticuerpos contra antlgenos protéicos. Ellos han dado buenos 

resultados y su actividad es cOfftparable la del adyuvante 

incompleto de Freud, al adyuvante completo bien al 

HOP en emulsión <33,34>. 

Las desventajas que se le han encontrado al HDP y sus 

derivados han sido estudiadas al inducir encefalomielitis alérgica 

experimental en cobayos l35). Otros investigadores han inducido 

poliartritis con reacciones inflamatorias agudas en ratas 

inmunodericientes o pneu1DOnitis granulOtftatosa crónica en 

conejos, en los dos casos las lesione~ aparecen como una 

consecuencia de la inoculación del HDP (36,37>. Entre otros 
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efectos indeseables se encuentra también la pirogenicidad. 

l • 2 AITTI GENO COKUH DE LAS DITEROBACTERI AS 

Con el interés por encontrar nuevos componentes celulares y 

caracterizarlos tanto química como biol69ica1t1ente han surgido 

varios trabaJOS en los cuales estudia un componf!nte de 

superficie de las bacterias c;ramnega.t1vas que ha sido 

denominado antigeno corren de las enterobaclerias tECAl. Este 

hapteno ha sido considerado importante por muchos lnvest igadores 

debido a que se encuentra presente la membrana e~terna de 

la pared c:elutat· de ledas las enterobucterias. Su estudio ha 

tenido dl.f'.erentes objetivos, entre los cuales destacan su 

ut¡lidad como vacuna y el uso d~ actividad inmunomoduladora, 

esta última ha sido muy poco estudiada. 

Antes de referir los estudios realizaóos sobre la actividad 

inmunomoduladora del ECA con~1ene mencíonar primero algunas de sus 

caraclerlsticas qulmicas y biol6gicas. 

Este nnUgeno se encuentra en todos los miembros de la 

Tamilia Enterobacteriaceae y los primeros en detectarlo rueron 

Kunin y ~us colaboradores <3B>~ 

1.a.1 Distr!buc16n y Localizac16n 

El antígeno comón de las enterobact~ria5 es un polimero que 
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consta de dos porc1ones,una hidrofóbica y otra hidroT!lica,la 

porción hidrof1lica está constituida de unidades repetidas de 

N-acet1l-D-glucosamina,Acido N-acetil-D-manosaminurónico y 

4-acetamido-4,6-didesoMi-D-galactosa,mientras que la porción 

hidrof6bica es debida a la presencia de ácido L-glicerofosfatldico. 

Los aminoazúcares representan alrededor del 65-70% de 

molécula (39>. 

toda la 

El ECA puede eMistir en dos for~as diferentes, la primera es 

la forma de hapteno o también conocida como forma libre y 

la segunda es la -for"'a inmunogénica del ECA, 1 iqado a los 

LPS de la membrana externa, la cual está restringida a unas 

pocas mutantes R con un código genético definido 140, 411. 

Trabajos posteriores indicaron <40) que el ECA inmunogénico 

de las mutantes R se encuentra unido al "núcleo• o "core"' del 

LPS. Estas bacterias iautantes no poseen el antígeno "O" e-spec1fico 

y como una consecuencia de esta unión, el ECA adquiere 

inmunogenicidad.La forma libre del ECA no se encuentra asociada al 

LPS. AdeA\s existen otras mutantes que no contienen ECA. En el 

caso de las bacterias ECA negativas, la MUtación est.fl J ir;¡ada a los 

genes <rfe. r//>. 

Posterior al conocimiento de alounas cepas MJtantes 

ECA-negativas de Sal1DC>nella y ~se realizaron otros trabajos 

donde utilizaron estas cepas para obtener un suero Inmune 
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especifico absorbido únicamente ant1-ECA. Cuando los anticuerpos 

de los sueros absorbidos fueron conjugados a ferritina 

y fluoresce1na,para poder observar as1 la pr'esencia y 

distribución del ECA en la superficie bacteriana, Mayer y 

colaboradores, pudieron observar que las cepas inmunogénicas 

poselan una mayor cantidad de ECA que las cepas no 

inmunogónicas. AdemAs,estas últimas poselan una distribuc:16n polar 

de la fluorescencia, la cual probablemente indica una movilidad 

lateral del ECA hapténico en la membrana externa, parecido al 

ferómeno de "patching" (40>. Estos estudios demostraron la 

existencia del ECA en la membrana externa y no permitieron 

comprobar su presencia en otra región de la célula. En trabajos 

realizados con formas L de Proteus mirabilis (42) también 

demostraron que el ECA estaba restringido a la membrana externa 

de las enterobacterias. 

1.2.2.Propledados Fislcoquilnicas del ECA 

Las propiedades fisicoqulmicas del ECA se investigaron a 

partir de sus extractos utilizando dos métodos: l)fenol/agua y 

2> fenol/cloroformo/éter de petróleo. En algunos casos, los 

productos extra! dos fueron posteriormente 

cromatogr•fia de intercambio i6nico <43,44>. 

purificados por 

El ECA purificado es parcialmente soluble en agua (soluble 

en porciones menores al 0.3%>. Contiene una carga negativa 
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muy alta. Sus aminoazúcares forman una cadena unida con 

enlaces 1,4 que debido a la reducción terminal de uno de ellos, 

se encuentran unidos alternadamente formando un pol1mero. 

La esterificaci6n parcial del ECA con los acidos L-glicero 

fosfati dico y palm1 tico puede, en parte, ser la responsable del 

carActer hidrofóbico de la molécula y adem.1s de su 

incorporaci6n a la .e.brana externa de las enterobacterias. Su 

baja solubilidad en agua después romper los enlaces 

éster de los ~cidos grasos sugiere la presencia de otros 

componentes 1 ip1 dices algunos investigadores reportan la 

presencia de cefalina al realizar estudios con 

fosfolipasa A 2 y al analizar su espectro de ~asa (45>. 

El ECA tiene la capacidad para adsorberse a la superficie 

de los eritrocitos C46). Probablemente la capacidad de unirse 

a las membranas puede eBtar relacionada con algún efecto 

inmunomodulador. Se sabe que la aayorla de los inmunapotenciadores 

son anfipAticos, COllKJ es el caso de los peptido9lucolipidos 

de mícobacterias, '1cido teicoico y LPS. Todas estas 1noléculas 

poseen una alta af-inidad para unirse a membranas de 

eritrocitos C47,4B,49) y otras células. 

1.2.3 Propiedades Inm.inológicas y Serológicas del ECA 

EMisten varias observaciones acerca de la inmunc>Qenicidad 
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del ECA. Cuando se aisló la ~orma libre presentó muy poca 

inmunogenicidad al ser inoculada por vi a intravenosa a 

conejos (50>. Otros grupos de investigadores (51,52,53> 

demostraron una alta inmunogenicidad de las fracciones que 

conterúan ECA obtenido por calentamiento de cultivos bacterianos 

y haciendo la extracción del LPS por precipitación con 

etanol. Varias observaciones indicaron que el ECA únicamente 

era inmunoqénico cuando estaba ligado o asociado a un 

acarreador, tal como ocurr1a en las cepas inmunogénicas en 

las cuales el ECA estaba ligado covalenteinente al LPS (53>. 

Pero existen otro tipo de uniones que inter~ieren con 

ella, como son por ejemplo las que realizan con algunos 

lipidos. En varios experimentos el ECA perdió completamente 

su inmunogenicidad cuando era coaQregado con estas sustancias. A 

este fenómeno se le llam6 inmunosupresi6n ant1geno-asociada,siendo 

rnuy clara cuando el ECA era mezclado con LPS, 11pido A o 

la cardiolipina. Es posible que las sustancias i~pidan la 

asociación del ECA con su acarreador (54>. 

Dentro de los métodos sera lógicos empleados en la 

determinación del ECA se encuentran la hemaglutinación, la 

inhibición de la inmunohemólisis, inhibición de la hemaolutinación 

y la inmunoprecipitaci6n (SS>. 

1. 2. 4 Efecto Irum.momodulador del ECA 
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Las actividades 1nmuno;;ioduladoras del ECA han sido poco 

estudiadas, pero existen algunos experimentos que han 

investigado su e recto i nmunomodu l ador 

de los LPS <56>. 

comparación con el 

En todos los estudios se ha tratada de observar la 

capacidad para inducir reacciones de hipersensibilidad tipo 

tard.10 <DTH> y/o provocar una reacción de Arthus. 

Los resultados han deiftostrada que el LPS es capaz de 

provocar una reacción DTH, al ioual que el ECA tiene la capacidad 

de producirla. Respecto a la reacción de Arthus, ésta no puede 

ser provocada con el ECA. Otros resultados obtenidos •¡n vitre•, 

también demostraron que el ECA era •itógeno, ade~s 

activador policlonal de lin~ocitos B en ratones CBA/J y C3H/HeJ 

157). 

Los e><peri.entos " in vivo • de las actividades biol6Qicas 

del ECA resultan de Qran interés, porque aportan datos ~s 

completos respecto a lo que ocurre en todo el or9anis11tO. Por 

tanto cualquier sustancia as.1 mismo, debe ser estudiada sobre 

animales de laboratorio que puedan proporcionar resultados &ls 

reales y aplicables a un individuo, en comparación con los 

resultados que se obtienen •in vitre•, los cuales no se pueden 

e><trapolar CDfDPletaaente a un ser vivo. 

28 



Al inocular el ECA en animales de laboratorio se ha observado 

que es totalmente inocuo hasta dosis de 1 mg por animal adulto. 

Al mismo tiempo se ha encontrado que no proporciona 

resistencia a las infecciones por gramnegativos patógenos por lo 

que no se han obtenido resultados satisfactorios cuando se ha 

empleado como vacuna <58,59,60). 

1 • 3 APLI CACI OHES DE LOS AD'l'UV ANTES 

En los últimos diez anos ha existido un aumento draml.tico en 

el n'Jmero de pacientes inntUnocomprometidos los cuales requieren de 

una protección efectiva frente a varios patógenos que tienden a 

provocarles infecciones frecuentes.. Todos los pacientes no 

incluyen solamente a los del sindrome de 

inmunodeficiencia adquirida, sino también a pacientes con cancer 

los cuales est4n bajo quimioterapia, niños desnutridos, ancianos, 

personas urémic•s, pacientes intervenidos 

personas que han recibido un tr~nsplante 

quirúrgicamente y 

y se mantienen 

bajo terapia inmunosupresora por largo tiempo. 

En la actualidad es de muy alta prioridad tratar de prevenir 

la mayor parte de las infecciones, que en un momento dado causan 

una mortalidad mis elevada que la misma enfermedad primaria. Esto 

ha sido resuelto en parte con los grandes adelantos cientlficos en 

la tecnoloO! a de la bios.1 ntesis con el ONA recombinante y la 
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elaboración de péptidos sintóticos para producir vacunas 

contra infecciones como las producidas por el Streptococcus 

beta hemolitico del grupo A o Plasmodium falciparum. 

Sin embargo se ha encontrado que estos antigenos puriTicados 

son poco iOGUOOQénicos <61,62> por lo que es necesario 

aplicarlos junto con adyuvantes o administrar varios reTuerzos. 

En estudios en los que se ha observado la respuesta a la 

vacuna de la influenza y la hepatitis B en tres grupos de 

pacientes: 1> con c:Anc:er y quimioterapia, 2> en personas 

sometidas a transplantes y 3) en pacientes con dialisis; la 

respuesta a la vacuna de la influenza en los pacientes 

con c.incer fue muy variada dependiendo de la intensidad y la 

frecuencia de la quíaioterapia (63>. La respuesta a la 

vacuna de la hepatitis B fue trtUY baja en pacientes con 

transplante <b4),pero alrededor del BB~ de personas con 

diAlisís mostraron una re5puesta alta para la •is~a vacuna, 

sin embargo el periodo de duración fue muy corto. (65,bb>. 

Con los datos anteriores se ve en necesidad de buscar una 

estrategia efectiva para potenciar la respuesta i01MJne <b7> 

obtenida con las vac~nas, ya sea por Medio de inmun6genog n\As 

potentes o encontrando inmunopotenciadores que 

vacunas ya existentes, logren aumentar 

profil~ctica. 
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Para tratar de resolver el problema, en estudios 

experimentales "in vitre•• es necesario contar con sustancias 

inmunomoduladoras que no sean demasiado tóxicas para las 

células para que permitan evaluar sus e~ectos inmunológicos, con 

base en lo anterior se ve en necesidad de buscar sustancias nuevas 

que tengan e~ecto inmunopotenciador y presenten minima toxicidad. 
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CAPITULO II 

OBJETIVOS E !UPOTESIS 

El objetivo del presente trabajo es: 

Conocer si la respuesta inmunológica contra los eritrocitos 

de carnero se eodif1ca al inocular el ant1geno co~ún de las 

enterobacterias varias horas m.1s tarde de haber inmunizado 

ratones adultos. 

Con esta finalidad se determinará: 

l>el tiempo ópti~o que debe transcurrir entre la 

administración de los GRC y el ECA, para observar un 

efecto irvnunoesti11Ulante. 

2>la d!Jsis de ECA con la cual se puede observar un efecto· 

inmunomodulador 6pti$O. 

Con base en el conocimiento de las propiedades •¡n vitre• del 

ECA como mit6geno y activador policlonal, la hipótesis del trabajo 

propone que este hapteno puede estimular o potenciar la respuesta 

de anticuerpos anti-glóbulos rojos de carnero al ser 

intraperitonealmente poco 

administrado el antígeno. 

tie9J)o 
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CAPITULO III 

DISENO EXPERIMENTAL 

3.1 MATERIAL 

Ani~les 

Se utilizaron 112 ratones hembra CD-1 de 1 1/2 a 2 meses 

de edad, los cuales fueron conservados desde el momento de su 

nacimiento en el Bioterio de la Facultad de Qulmica y 

alimentados ad Libitwn con pur1na y agua. 

Reac~ivos biológicos 

a>Antigeno coman de las enterobacterias <ECA> proveniente 

de una cepa de E. coli O 14, obtenido por el método de Suzukí 

et al (38>, en concentraciones de 10, 25, SO, 100 y 500 µg de 
ECA/ml. 

b>GlóbtJlos rojos de carnero, en suspensiones de 15Z y 8%. 

c>Suero fresco de cobayo como fuente de complemento. 

d>Soluci6n salina isotónica estéril y libre de pir6genos 

(Abott Laboratoriesl. 

e)Lisado de amebocitos de Lim.u.tus liofilizado "Pirogent" 

(Whittaker H.A.BioproductslCat No.N 183, N 184. 
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f>Endoto1<ína de~ 055:B5 (Whittaker H.A. 

Bioproducts> Cat No. N 183, N 184 a una concentración de 50 

µg/ml 

3. 1.1.0blencl6n del ECA 

a) Cultivo Bacteriano 

Para llevar a cabo la obtención del ECA, se empleó una cepa 

de Escherichia coli O 14 proporcionada por el cepar10 de la 

Facultad de DuJ.mica, tipificada tanto bioqu1mica como 

serol6gicamente, la cual fue cultivada en triptícase soya agar 

durante 18 horas a una te«aperatura de 37 C. 

b) E:xlracclón del ECA 

La eKtracci6n del ECA se llevó a cabo de una suspensión de 

las bacterias en agua destilada la cual se calentó a 100 C durante 

2 horas. Posteriormente la suspensión se centrifugó a 5000 rpa 

durante 30 minutos con la finalidad de eli~inar los restos 

celulares. El 

. refrigeración. 

sobrenadante l'ue separado y guardado en 

La fracción sobrenadante se mezcló con etanol al 95X hasta 

que el alcohol tuviera una concentración final de 85%. Esta •ezcla 

se mantuvo en reposo por 18 horas a temperatura a•biente, 
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posteriormente se centrifugó a 2500 rpm durante 30 minvtos 

con la finalidad de separar la fracción insoluble. La 

fracción soluble se deshidrató en un cristal1zador a 60 C y el 

material obtenido se peso y se disolvió en agua desianizada a una 

concentración de 1 mg/ml. 

Finalmente la solución de ECA obtenida se filtró par IBembrana 

de nitrocelulosa poro 0.22 µm y se realizó un ensayo de inhibición 

de inmunohetról1sis cuantitativo para observar su antigenic1dad y 

la prueba de gelación del Lim:uLus para determinar si estaba o no 

contaminad~ con LPS. 

3.2 HETODOLOGIA 

Con base en los estudios de otros investigadores sobre el 

e~ecto adyuvante del LPS , el diseño experimental contempla dos 

e>:per imentos sucesivas. En el primero se estudia el ef.ecto que 

puede tener el ECA sabre la respuesta de anticuerpos anti-glóbulos 

rojos de carnero al inyectar una sola dosis del mismo en 

diferentes perlados de tiempo después del ant1geno. En el segundo 

experimento se determina la dosis de ECA que estimule la mejor 

respuesta de anticuerpos anti-glóbulos rojos de carnero en un 

tiempo óptimo después del desafio con el antigeno. 

1) Selecc16n del Tiempo para Administrar el Adyuvante 

Los 34 ratones hembra CDl de este experimento fueron 



separados en tres grupos con la finalidad de observar a qué 

tiempo después de administrar los GRC se debe de inyectar una 

cbsis única de ECA para observar un efecto estimulador en la 

respuesta de anticuerpos. Los tiempos evaluados fueron 6h, 12h y 

24h y la dosis de ECA administrada IP fue de 10 µg/ratón. 

A continuación se enlistan a que grupo corresponden: 

Grupo No.1 6 horas 

Grupo No.2 : 12 horas 

Grupo No.3 : 24 horas 

ECA 10 µg/ratón 

ECA 10 µg/ratón 

ECA 10 µg/ratón 

Después de cinco dias de haber inyectado los eritrocitos 

todos los animales -fueron sacrificados para obtener una suspensión 

de células de bazo y deter•inar el núMero de CFA por la técnica de 

Cunningham. 

2) Selocción do la Dosis Optima. del Adyuvante 

Una vez determinado el tienipo adecuado para ad~inistrar el 

ECA y obtener el miximo efecto inmunopotenciador sobre la 

respuesta de anticuerpos, el trabajo se continuó con los aniMales 

del segundo experimento. 

En este segundo experieento se utilizaron 78 ratones 

hembra CD-1 que fueron divididos en ocho orupos. A los animales 



de los cinco primeros 9rupos les correspondió una dosis diferente 

de ECA, la cual se preparó solubilizAndolo en solución salina 

isotónica a concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 500 pg/ml. 

Todos los animales recibieron la dosis correspondiente de ECA 

24 horas después de la inoculación con los eritrocitos al 157., de 

acuerdo al tiempo óptimo encontrado en el primer expe1· imento. 

Cada animal rec 1 biO una sola dosis de ECA 

intraperitonealmente en un volumen de 0.1 ml por lo que las dosis 

efectivas por animal de cada grupo fueron de 

Grupo No.1: !.O p9 ECA/rat6n 

Grupo No.2: 2. 5 }'9 ECA/rat6n 

Grupo No.3: 5.0 1'9 ECA/ratón 

Grupo No.4: 10.0 }'9 ECA/rat6n 

Grupo No.5: so.o }'9 ECA/ratón 

En este experimento se utilizaron tres grupos de animales 

controles, que fueron inoculados con SSI estéril, con LPS 

comercial o no recibieron tratamiento. Las dosis efectivas para 

cada animal fueron las siguientes: 

Grupo No.6: 0.1 ml de SSI estéril/ratón 

Grupo No.7: 5.0 pg de LPS/rat6n 

Grupo No.8: sin tratamiento 

En los grupos control 6 y 7 el tiempo transcurrido entre la 

primera y segunda inyección fue igual al de los primeros cinco 

i'i)rupos. 
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Todos los animales fueron sacrificados cinco dias después de 

la administración del antlgeno, por dislocación cervical y se 

determinó el número de CFA por la tocnica de Cunningham. 

3) Cuenta del Número de Células Formadoras de Anticuerpos 

En este trabaJo se emplea una modificación a la técnica de 

Jerne según el método de Cunningham, en el cual, tanto los 

linfocitos como los GRC. y el complemento quedan suspendidos en 

medio de cultivo. La mezcla de células se coloca en una pequena 

cAmara con el propósito de formar una capa delgada de células y 

las células formadoras de anticuerpos <CFA>, se 

macrosc6picamente como placas de lisis. 

detectan 

La metodologia para esta técnica se describe a continuaciOn: 

1.Después de sacrificar al ratón por dislocación cervical y de 

extraer el bazo, el tejido esplénico se disgrega en solución 

salina balanceada <BSS) y la suspensión de células obtenidas se 

lava tres veces con la misma solución <anexo, 1>. 

2.Una alicuota de la suspensión de células esplénicas se diluye 

1:20 con una solución 1:10 de azul tripano al 0.47. y el porcentaje 

de viabilidad se obtiene al contar el número de células en una 

cAmara de Neubauer. Finalmente la concentración de las células 

esplénicas viables se ajusta a Sx106 c6lulas/ml. 

3.La suspensión celular que 5e introduce dentro de la cAmara 

contiene: 
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la 

a) 400 pl de la suspensión de células esplénicas ajustadas a 

5xl06 cólulas/ml. 

b) 200 Jll de una suspensión de G.R .. C.al B'l. 

el 4(10 pi de comp 1 emento di lu1 do 1: 1(1 

4.0e la mezcla anterior se miden 200 }11 y se colocan dentro de 

cámara, cada muestra por duplicado.Posteriormente cada uno de 

los extremos de la cámara se sellan con parafina y se incuban 

durante 1 h a 37 C. 

5.0espués del tiempo de incubación se determina el número de 

placas de henólisis formadas, se obtiene el valor promedio de 
6 

cada muestra para después calcular el número de CFA/10 células 

de bazo. 

4) Prueba del Límutus 

l. De una solución de ECA que contenia SO.O pg/ml se 

realizaron una serie de diluciones <1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 

1:64, 1:128, 1:256, 1:512). 

2. Posteriormente se depositaron 0.1 ml de cada dilución 

en tubos que ya contenían 0.1 ml de LLmulus, se rotaron 

suavemente. 

3. Como control positivo se colocó 0.1 ml de endotoxina de 

~ 055:85 ('11hittaker H.A. Bioproducts> en un tubo con 0.1 ml 
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de Ltmulus. El control negativo fue 0.1 ml de agua ester i l 

libre de pirógenos añadidos a un tubo con 0.1 .,¡ de 

Ltmulus. Ambos controles, al igual que las diluciones de ECA se 

incubaron en baño de agua a 37 C: por una hora. 

4. Después de la incub•ciOn y en presencia de endoto>eina se 

observó la Qelación del Ltmulus. El punto ~inal se determinó con 

l• 9'.>eiaa dilución en la cual se produc1a gelación. 

!J> An!lisls Estadtstlco de los Resultados 

Como medida de la tendencia central se utilizó la media 

arit~tica. El orado de sioni~icanc.ia de las diferencias entre 

los grupos estudiados se calculó por un a~lisis de varianza. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

En ~te trabajo •e realizaron dos eMperimentos. En el primero 

de ellos se Mantuvo con5tante la concentración de ECA administrada 

a cada ratón y &e varió el tie9(lo al cual se ai:Mainistraba el ECA 

~Ués de la inmunización con eritrocitos. En el Sl!QUOdo 

experi~nto se •antuvo constante el tiempo de administración entre 

cada inyección y se varió la concentración del ECA,para determinar 

la dogis a la cual el adyuvante estimulaba la meJor respuesta de 

anticuerpos. Los resultados fueron los siguientes: 

1. -SELECCIOH DEL TIEMPO PARA Al>KIHISTRAR EL ADYUVAllTE 

A cada ratón se le inyectó una dosis Onica de 10.0 pQ de 

ECA/rat6n por vla intraperitoneal mientras se variaba el tiempo 

entre la pr_imera inyección de los eritrocitos y la segunda con ECA, 

(Tiempos a b, 12 y 24 horas) <Tabla No. 1). 

Los animales del grupo No.1 recibieron la dosis única de ECA, 

& h despu4is del desafio con los eritrocitos y en ellos se observó 

una disminución en el ...:.mero de CFA con respecto a los grupos de 

12 y 24 horas. <Grá.Hc:a No. l l. 
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En los ratones del grupo No. 2 que recibieron la dosis única 

de ECA 12 horas después de inyectados los glóbulos roJos de 

carnero se muestra un aumento en el número de CFA con respecto al 

grupo de 6 horas. CGrAfica No. 1 >. 

En el grupo No. 3 de ratones que recibieron los 10.0 pg de 

ECA/rat6n a las 24 horas después de la inmunización con los 

eritrocitos mostraron un auaento en la respuesta de CFA 

x = 511.38> respecto los grupos y 2 ( X= 267.7 y 

x = 324. 7> <Gr.\fica No. 1 >. 

Al valorar las di-ferencias entre los tres grupos tratados 

con ECA, se muestra sioni~icancia estadistica entre los grupos de 

tiempo 6h y 24 h (p < O.Ol>, pero no entre 12 y 24 horas 

(p >O.OS). Por los datos anteriores y dado que a las 24 horas 

se observa un aumento en la respuesta de CFA anti-GRC se consideró 

este tiempo para estudiar la dosis ópti~a 

!Tabla No. 1 l. 

2.-SELECCIOH DE LA DOSIS OPTIMA DEL AD'tWA}(TE 

d"l adyuvante. 

En el Bi!tQundo experi.ento se estudió si 24 horas después de 

inmunizar los ratones con eritrocitos de carnero 

ad~inistración de diferentes cantidades de ECA IK>dificaba la 

respuesta de anticuerpos anti-GRC. 
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Las dosis del adyuvante Tueron 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 y 50.0 

pg de ECA/rat6n, administrados intraperitonealmente. 

Los resultados se presentan en la tabla No. 2 y en la Figura 2. 

Se puede observar que la administración del ECA si logró 

aumentar la respuesta de células rormadoras de placas hemollt1cas 

anti-GRC.Este aumento fue evidente en los ratones que recibieron 

5.0 y 10.0 ~g intraperitonealmente de ECA 24 horas después de la 

inmunización. Sin embargo, los resultados del análisis estadlstico 

revelaron que ese aumento solo fue significativo (p < O.OS> en el 

caso de los ratones inyectados con 5.0 pg de ECA. 

El uso de este hapteno como un adyuvante también modificó los 

limites, es decir el rango, de los valores obtenidos y, al 

ampliarlo incrementó las desviaciones est~ndar de los promedios, 

excepto en los grupos de ratones que recibieron 1.0 y 2.S ~g de 

ECA. A medida que aumentaron las dosis del adyuvante se obtuvieron 

11•ites que fueron progresivamente cada vez m.is amplios. 

Estos resultados revelan que aunque el ECA si potencializ6 

significativamente la respuesta de anticuerpos anti-GRC los 

aumentos obtenidos fueron variables, probablemente a causa del 

diferente grado de sensibilización previa de los animales a los 

antigeno5 de sus bacterias comensales y a las consiguientes 

diferencias en el metabolismo del adyuvante utilizado. 
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La demostración de incremento significativo en la 

respuesta de anticuerpos cuando la inmun1zac16n de los ratones 

fue seguida de una lnyección can 5.0 ~g de ECA, permit16 aceptar 

la hipótesis del trabaJo. La potencia del ECA como 

1nmunaestimulante resultó similar a la obtenida después de 

inyectar 5.0 ~g de LPS en ratones que se encontraban en las mismas 

condiciones experimentales. 

Estos últimos resultados refuerzan la importancia del 

incremento estad1st1camente signiricativo y permiten calificar al 

ECA como un nuevo adyuvante, cuya capacidad de potenciar la 

respuesta del sistema inmunitario no había sido informada hasta 

ahora. 

El efecto irununoestimulante del ECA sobre la respuesta de 

anticuerpos no .fue atribuido a la contaminación del hapteno con 

residuos de LPS, ya que los resultados de la prueba de LLmulus 

mostraron que cada pg de ECA solamente conten!a 4 pg de LPS. 
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Grupos N Tiempo CFA/lécélulas 

de bazo 

x D.S. F 

1 8 b h 2b7.7 :!: 128.2 9.2 

2 9 12 h 324.7 :!: 189.4 4.17 

3 8 24 h 511.3 :!: !8b.3 

4 9 - 398.7 :!: 110.5 

• Las diferencias fueron calculadas entre los grupos que 

recibieron tratamiento. 

TABLA No. 1 

p • 

<O.O! 

>0.05 

Canl1dades de cálulas formadoras de anticuerpos anti-GRC <CFA> 

obtenidas al inyectar 10 pg ECA/rat6n en diferentes periodos de 

tiempo después de la administración del antigeno. 
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Gri.-fica No. l 

Respuesta de CFA &nti-GRC ~n ratones CD-1 inMUnizados por vla 

intraperitoneal con una suspensión al 15Y. de Ql6bulos rojos de 

carnero y que recibieron una dosis ~nica de ECA/rat6n a las b, 12 

y 24 horas. 
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Grupos Tratamiento CFA/106 células 

de bazo 

N x o.s. F p 

1 10 !.O pg ECA/ratón 371.0 ! 149.4 0.52 )0.05 

2 10 2.s pg ECA/ratón 409.4 ! 99.2 0.009 )0.05 

3 20 5.0 ~g ECA/rat6n 733.9 ! 222.2 18.0 <O.O! 

4 8 10.0 pg ECA/rat6n 511.3 ! 186.3 1.85 )0.05 

5 10 SO.O pg ECA/ratón 4S3.7 ! 278.5 o. 173 )0.05 

6 10 SS! 414.0 ! !IS.O 

7 10 S.0 p9 LPS/ratón 814.4 ! 222.3 2S.S <O.O! 

8 9 Sin tratamiento 398.7 ! 110.s 0.08 >o.os 

TABLA No.2 

Cantidades de células ~armadoras de anticuerpos anti-GRC CCFA> 

obtenidas al recibir di~erentes cantidades de ECA 24 

horas posteriores a la administración de los GRC. 
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Respuesta de CFA anti-c;alóbulos rojos deo carnero en ratones 

C0-1 que recibieron diferentes cantidades de ECA o LPS, después de 

24 horas de haber sido inmunizados con GRC. 
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TABLA No.3 

Determinación mediante la prueba de gelación de L~mulus de la 

cantidad de LPS presente en el ECA. 

Di lución Sensibilidad Concentración 

punto final del reactivo de LPS 

1'8 0.125 0.99 EU/ml 

La cantidad de LPS se calculó aplicando la siguiente fórmula: 

Conc.de endotoxina = sensibilidad del Limulus x inverso del 

punto f-inal 

0.1:<:5 X 7.999 

0.99 EU/ml 

Si una EU = 0.2 nq el resultado equivale a 4.0 pg de 

endotoxina/~g de ECA. 
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CAPITULO VI 

DI SClJSI Oll DE LOS RESIJL T ADOS 

Existe una oran cantidad de sustancias biol6oicas y 

no biológicas que pueden ser utilizadas para estimular la 

respuesta del sistema inmunitario. Todas éstas sustancias 6e 

conocen con el nombre oenérico de adyuvantes y algunos 

actúan como inmunomoduladores, ya que según la dosis aplicada, 

pueden tener un efecto tanto irwunoestimulante como inmunosuprPsor 

de las principales actividades biológicas de los lin~ocitos. 

Los adyuvantes tienen un origen diverso y pueden ser obtenidos 

tanto de origen mineral ca.o de eicrooroanistnes y plantas o bien 

ser sintetizados en el laboratorio. 

Todas estas sustancias han sido ~provechadas para intentar 

el tratamiento de numerosas condicion•s cllnicas en las cuales 

hace falta supriMir o estimular la COfftpetencia del siatema 

inmunitario as! por ejemplo en el caso de pacientes que rec:esitan 

un transplante de órgano o que producen una gran cantidad di! 

autoanticuerpos, es necesario deprhtirles su respuesta 

inmunológica; ~ientras que, en el caso contrario, existe otro 

tipo de pacientes que necesitan estitMJlar su r~puesta 

inmunitaria a causa de que tienen cancer, una edad avanza~ a 
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diferentes enfermedades primarias que se caracterizan po~ una 

inmunodeficiencia adquirida. 

A medida que han avanzado las investigaciones sobre las 

actividades biol6Qicas de los anteriores compuestos 

inmunomoduladores, ha sido necesario descartar un gran número de 

ellos, debido a los ef.ectos secundarios o consecuencias 

adversas que puedan provocar en humanos. No obstante estos 

problemas, muchos investigadores siguen estudiando nuevas 

sustancias naturales o sintetizadas en el laboratorio para tratar 

de encontrar algunas que proporcionen buenos resultados clinicos 

y tengan disminu1 dos sus efectos secundarios. 

El antigeno comen de las enterobacterias fECA) es uno de 

los productos naturales que tienen una actividad 

inmunoestimulante y, por consiguiente, también ha sido el objetivo 

de vario5 trabajos cuyos autores han estudiado la poaibilidad de 

aplicarlo para el tratamiento y/o prevención 

enfermedades humanas. 

de algunas 

El conocimiento de la inocuidad del ECA y de sus efectos "in 

vitro" como mitOgeno y activadÓr policlonal, ha permitido 

proponer la posibilidad de que ésta molócula pueda resultar un 

inmunoadyuvante ideal sin efectos adversos colaterales. 

En el presente trabajo se estudió la acción inmunoestimulante 
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del ECA cuando se inyectaban ratones adultos jóvenes 24 horas 

después de haberlos inmunizado con una sola dosis de GRC. Los 

resultados revelaron que en los animales inyectados 

intraperitonealmente con S.O ~g de ECA se observa un 

aumento significa~ivo <p < 0.01). Este aumento fue comparable al 

observado en el grupo de ratones controles que fueron inyectados 

con 5.0 fg de LPS. Los resultados son or1g1nales porque demuestran 

"in vivo" una actividad biológica que hasta ahora no hab1a sido 

informada por la literatura publicada respecto a las actividades 

inmunomoduladoras del ECA. 

El efecto inmunoestimulante parece tener Uaütes muy 

estrechos ya que la producción de anticuerpos anti-GRC solamente 

se llev6 a cabo signi~icativamente cuando los ratones fueron 

inyectados con s.o pg de ECA. Cuando los animales -fueron 

inyectados con 1.0, 2.5, 10.0 y 50.0 pg de ECA, los aumentos 

observados en las cuentas de CFA anti-GRC ~ueron limitados y no 

resultan estadisticamente significativos. 

La prueba del LimultLS reveló que el ECA contenJa menos ~ 4.0 

pg de LPS/pg de ECA inyectado. Por esta razón no se consideró 

probable que la cantidad de LPS contenido en la solución de ECA 

utilizada en nuestro experi-.ento hubiera influido en el efecto 

inmunoestimulante observado. 

Los resultados de este experimento no descartan la 
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posibtl1dad de que el ECA tenga efectos indeseables después de 

administrarlo en animales vivos,para ello deberá hacerse una 

prueba de seguridad en ratones y cuyos. 

En realidad se puede afirmar que no existe un 

inmunoestimulante que esté libre de riesgos. Casi todos ellos 

tienen efectos adversos para el organismo que los recibe o si no 

manifiestan algunas actividades biológicas indeseables como la 

fiebre o la activación inespeclfica de distintas clonas de 

linfocitos B. ~sta última actividad de los ínmunoestimulantes ha 

creado graves problemas a los inmun6logos porque cada dosis de 

adyuvante representa una posibilidad de 

autorreactivas e 

autoinmunitar1as. 

inducir la aparición 

estimular clonas 

de enfermedades 

En el caso del hapteno utilizado en el presente trabajo 

CECA>, el riest: J-.eórico se encuentra magnificado por las 

observaciones ~~~ han realizada otros autores en el sentido de que 

se trata de un anti geno compartido entre mamíferos y 

microorganismos gramnegativos Cb8,69,70.). 

En los Ultimas anos han existido pocos trabajos que refieren 

al ECA como una molécula compartida, ~s bien eMisten algunos 

estudios que, después de haber logrado demostrar los epltopes del 

ECA en linfocitos esplénicos de ratones y en células de sangre 

periférica humana, proponen la alternativa de que el hapteno de 
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las enterobacterias se encuentre presente en células eucariotas 

porque es adsorbido sobre las membranas de las mismas. Sin 

embargo, aunque este Fuera el caso, existiría el riesgo de 

estimular una respuesta anti-ECA superior a la fisiológica y 

provocar lesiones en algunos tejidos. Los primeros experimentos 

sobre el significado biológico del ECA le adjudicaron a esta 

molécula una función sumamente importante en la etiología de la 

colitis ulcerosa autoin1DUnitaria (71>. 

otros trabajos publicados posteriormente demostraron que el 

ECA se encontraba presente en el intestino animales 

onotobi6ticos y de fetos IKlrtinatos que hablan sido obtenidos bajo 

condiciones de asepsia <72>. Los comentarios anteriores no tienen 

el propósito de minusvaluar la iaportancia del ECA coaio un 

inmunoesti1DUlante, sino ID.is bien destacar la complejidad de fiUs 

interacciones con las células de! los animales vertebrados vivos. 

Result.6 muy interesante que, a diferencia de otros adyuvantes 

de origen bacteriano, c~o los LPS, la inyección de cantidades de 

ECA 20 veces superiores a la dosis efectiva óptima no provocaron 

una depresión de la respuesta in.nunitaria. Aunque se reconoce que 

hacen falta aQs experimentos con ratones inyectados con 100, 200 y 

m.1s µg de ECA, una y varias veces, de cualquier 1nado se puede 

decir que los resultados del presente trabajo son suge-stivos de 

que, al menos en ratones adultos jóvenes, el ECA no ofrece 

problemas de toxicidad ni de iruaunosupresi6n. 
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Ya se mencionó en los resultados que la inyección 

intraperitoneal de ECA no solamente aumentó la intensidad de la 

respuesta de anticuerpos sino también incrementó los limites de la 

cuenta de células formadoras de anticuerpos en cada grupo de 

animales problema. Este aumento de los 11 mi tes o valores 

~ximo y mlnimo obtenidos fue directamente proporcional a la dosis 

de ECA utilizada y se consideró como sugestivo el que, en cada 

orupo de ratones, el e~ecto irununoestimulante del ECA era cada vez 

má.s variable a medida que era mayor la cantidad administrada. 

El resultado anterior fue interpretado como una consecuencia 

del diferente grado de sensibilización al ECA de bacterias 

oramneQativ•s comensales en cada animal que formó parte del 

experimento. Esta suposición solamente podría ser 

titulando los anticuerpos séricos anti-ECA antes 

aclarada 

de la 

inmunización y demostrando, individual1nante que existe una 

relación inversamente proporcional entre estos títulos y el grado 

de estimulaci6n de la respuesta de anticuerpos antí-GRC, todo lo 

cual podrla formar parte de un estudio subsecuente sobre el mismo 

tema. 

Finalmente, no puede dejar de mencionarse que los resultados 

del presente trabajo tambi&n nos ha despertado interés por el 

tema de la reactividad cruzada de los antígenos compartidos, el 

desequilibrio de la red de idiotipos-antíidiotipos de Jerne y el 

riesoo de inducir reacciones o fenómenos autoinmunitarios al 
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inyectar animales de experimentación con ant1genos que ya se 

encuentran presentes sobre la membrana de sus células 

Ningun cuestionamiento relativo a estos problemas puede 

ser contestada ahora con los resultados del trabajo, porqL•e el 

diseño de los experimentos tuvo un objetivo diferente. No 

obstante, a pesar de que los resultados confirmaron la 

hipótesis propuesta, debe quedar claro que la actividad 

biológica del ECA y su significado inmunológico en los 

animales vertebrados vivos continúa 

capitulo muy poco estudiado, que podria 

ofrecer en el 

representando un 

estimular 

futuro 

variag 

nuevos investigaciones ll'ás y 

resultadas positivos relacionados, no solamente con la 

inmunopotenciación, sino también con varios 

igualmente interesantes de la JnmunolOQ1a. 

Sb 

otros aspectos 



CAPITULO VI ll 

CONCLUSIONES 

Los resultados del trabajo comprueban la hipótesis 

propuesta.El anUgeno co.On de las enterobacterias (ECA> tiene 

un efecto inmunomodulador al ser administrado en ratones CD-1 

adultos. 

El ECA en dosis de 5.0 polratón puede provocar un aumento 

significativo en la producción de anticuerpos anti-GRC al ser 

inyectado 24 horas después del antigeno. 

La respuesta obtenida al emplear el ECA como adyuvante es 

comparable a la que se observó con el LPS,un compuesto con 

el cual en numerosos estudios se ha demostrado su papel adyuvante. 

El efecto observado sobre la inmunocompetencia no es debida 

al LPS contenido en el ECA,puesto que la cantidad de LPS 

determinada por· la prueba del t im.utus es despreciable con respecto 

a la cantidad de ECA empleada en el estudio. 
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ANEXO 

1.-BSS 

Soluc:ión 

O-glucosa 10.00 g 

KH 2P0
4 0.60 g 

Na2 HP0
4 1.85 g 

Rojo de fenal 0.01 g 

Se disuelve en agua desionizada y se afora a 1000 ml 

Solución 11 

CaCl
2 (2 ~Q) 1.86 g 

KCI 4.00 g 

NaCI 80.00 g 

11gC1
2 

(6 H
2

o> 2.00 g 

11g504 (7 ~0) 2.00 g 

Se disuelve en agua desionizada y se a~ora a 1000 •l 

Para preparar la solución de trabajo se .ezclan 5 •l de la 

solución 1 con 5 ~l de la solución JI y se llevan a 50 ml con aQua 

desionizada,pH 7.0 ; 0.2. 
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r~TA TFIS l! NO nrnr 
2.-SOLUCION DE ALSEVER. SALIR DE 1), HlUOTEGt, 

Glucosa 2.05 g 

Citrato de sodio o.so g 

Acido el trice 0.05 g 

NaCI 0.42 g 

Se afora con agua destilada a 100 ml,se esteriliza por ~iltraci6n 

y se distribuyen 27 ml en matraces Erlenmeyer estériles. La 

proporción en ml de solución Alsever:sangre de carnero es 27:23. 

69 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Antecedentes
	Capítulo II. Objetivos e Hipótesis
	Capítulo III. Diseño Experimental
	Capítulo IV. Resultados
	Capítulo V. Discusión de los Resultados
	Capítulo VI. Conclusiones
	Bibliografía
	Anexo



