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INTRODUCCION

Las personas y animales de laboratorio pueden presentar
di ferentes tipos de inmunodeficiencias. Dentro de estas se
pueden considerar dos grandes grupas. Una es la llamada primaria o
congénita, que se presenta desde el nacimiento y 1la otra es 1la
secundaria, que se puede adquirir en cualquier momento a lo largo

de la vida y que puede ser transitoria o definitiva.

En los Gltimos anos se ha observado un aumento muy grande en
e}l ndmero de pacientes con imnmunodeficiencias secundarias. Estas
personas pueden presentar diversos gradoes de inmunodepresién
a causa de varios factores etiolégicos entre los cuales se pueden
citarslas infecciones por virus o bacterias, el cancer, la
desnutricién, la edad avanzada, la contaminacién ambiental, 1la
drogadiccién, 1la administracién de ciertos antibisdticaos Yy
esteroides, 1la exposicién a radiaciones, las intervenciones
quirdrgicas, etc.. Como una consecuencia estas personas presentan
infecciones sobreagregadas, que complican la evolucion de la
enfermedad primaria y aumentan 1la tasa de mortalidad de las
mismas. Por esta razén, en los dltimos anos han aumentado los
esfuerzos de los investigadores por prevenir las infecciones de
las personas inmunocomprometidas preparando nuevas vatunas
por ejemplo contra Streptococcus beta hemolitico del grupo A o

Plasmodium falciparum y ademis adyuvantes mas potentes.



6in embargo, en estos casos se presenta el problema de que
las vacunas no estimulan una buena proteccién, por 1o gque es
necesario aplicar refuerzos o administrar el inmundgeno junto con
adyuvantes. Desde hace anos existe un gran interés por descubrir y
conocer las caracteristicas imunopotenciadoras de nuevas

sustancias que puedan servir como adyuvantes. (67).

En la naturaleza existen una gran variedad de sustancias
que pueden suprimir o potenciar la respuesta insunolégica. Algunas
de las mis estudiadas son los componentes superficiales de
las bacterias gramnegativas, como los lipopolisacaridos (LPS) o
endotoxinas, los cuales normalmente nantieﬁen diversas
interacciones con las células del sistema inmunolégico. Aungue
¢atos componentes bacterianos presentan la caracteristica de ser
adyuvantes potentes, tienen la desventaja de presentar reacciones

. secundarias adversas tanto en modelos "in vitro® coeo

"tn vivo".

En el presente trabajo se estudian los posibles efectos
inmunomoduladores de un componente bacterianco que se
encuentra asociado a la mayoria de los LPS de las bacterias
gramnegativas. €ste hapteno es un trisacirido que ha sido
denominado “Antf{ geno Comdn de las Enterobacterias® o ECA . La
hipbtesis del trabajo propone que este hapteno pusde estimular o
potenciar la respuesta anti-gldbulos rojos de canero al ger

inyectado intraperitonealmente horas después del antigeno Y



a largn plaza espera que el ECA pueda ser utilizade como un
potenciador de la respuesta inmunolégica a causa de su  aparente

inacuidad.

Nuestro estudio fue disenado sobre un modelo “in vivo®” y las
resultados mostraron que a ciertas oosis y a condiciones de
inoculacién dadas, el ECA puede potenciar la respuesta inoune

humoral de anticuerpos anti-glébuios rojos de carmmro.



CAPITULO X
ANTECEDENTES

1.1, CLASIFICACION DE ADYUYANTES

Un inmunpadyuvante es una sustancia biolagica o no
bioloygica que influye directamente sobre la funcion inmune
especl fica, modificando uno © mis componentes de la red
inmunorreqguladora para aumentar o potenciar 1a respupsta
inmune (1), Existe un enorme nimero de compuestos gue han sido
duscritos comu i nmunoadyuvantes Y que son notablemente
diversos, tanto en su comﬁasl:ién come en su origen y mecanismos
de accion. Debido a esta gran diversidad se han presentado

dificultades en su clasificacion.

Para ¢tratar de agruparlos en forma general, se ha
propuesto su clasificacidn de acuerdo a su origen, el cual
puede ser: mineral, sintético, quimica, bacteriano Y

autslogo.
1.3.1 Adyuvantes de Origen Mineral

Compuestos de aluminio. La primera vez que se utilizaron

compuestos de aluminic como adyuvantes fue en el ano de 1926.



Decde entonces los antigenss 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 componentes y otros muy similares se consideran muy
importantes por tener las siguientes caracterlsticas:
1.-Retardan la eliminacién del antigeno
2.-Hacen mas efectiva la presentacién de)l antigeno al servir
como depdsito del mismo. Algunos trabajos han demostrado (2)
que las geles de aluminio aparecen en nédulps linfaticos de
conejos varios di as después de su administracién junto con el

antigeno.

Varijos estudios h;n confirmado 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 tardlo.

El fhidroxido y fosfato de aluminio son los geles mas
utilizados en humanos. Generalmente los pacientes no tienden a
presentar reacciones de hipersensibilidad después de su
administracion. Estos estudios se corrcboraron con experimentos
en ratones de los cuales se obtuvieron cortes histolégicos
Que 58 examinaron microscédpicamente (4) después de haber sido

administrado el gel del compuestoc de aluminio.



Uno de los principales inconvenientes que tienen estos
compuestos es su presentacién en forma de gel y debido a esto no
se pueden liofilizar, aunque el inmundgeno se encuentre
liofilizado por separado es necesario wmentenerlos a bajas
temperaturas. Su principal desventaja es que no Sson Ccapaces de
potenciar la respuesta inmune celular, por lo que solo bhan sido
utilizados para incrementar la respuesta de anticuerpos y abtener

un mejor grado de proteccion contra ciertos patégenas.

1.1.2 Liposomas

Los liposomas son  esferas formadas por una bicapa de
fosfolipidos, y un compartimiento acuoso central, en donde
la fase acuosa que contiene a los antigenos queda atrapada. La
membrana de los liposomas puede estar compuesta de lecitina,
caolesternol y estearilamina en proporciones de 7:2:1. Estos
componentes proporcionan una carga (+), pero si la estearilamina
es sustituida por el Acido fosfatidico o acetil-fosfato tiende a
presentar unha carga (~). Los liposomas fueron utilizados par
primera vez en 1974 para aumentar la respuesta primaria de
anticuerpos en contra del toxoide diftérico, comparandolo con
la inoculacion del toxeide fluido. Los resultados revelaron gque
cuando el toxoide se inoculd en liposomas cargados negativasente
se presentd una respuesta de anticuerpos mis alta Qque cuando

el toxoide se inyectd solo (5).



Existe controversia respecto al modo de accion de los
liposomas. Se considera que el antigeno pgdentra de)l liposoma
facilita su ingestion por los macr&fagas y = provoca una

presentacion mas eficiente del antigeno.

Diversos trabajos han comprobada gque 1la patencia de las
liposomas para incrementar la respuesta humoral y celular pusde
ser mayor aun si se le adiciona LPS, lipido A o muramil dipeptida

(6,7,8).
1,1.3 Adyuvantes Sintéticos

Se han utilizado numerosos compuestos sintéticos con la
finalidad de estimular la respuesta del sistema inmunitario. La
mayor parte de ellos estin formados por copalimeros. Algunos de
llos de naturaleza hidrofflica como el pplioxietilemo y atras
son  de naturaleza hidrofobica comd el polioxiprepileno.
Administrandolos en diferentes proporciones se ha podido comprabar
la relevancia que tiene la presentacién fisicoquimica de un
anti geno mezclado en peque;as tantidades de diferentes aceites.
En un estudio se ha encontrado gque los palimeros relativamente
hidrofdbicos promueven la retencién de albamina sérica  bovina
sobre el aceite vy por lo tanto inducen una alta respuesta
de anticuerpos anti-BSA, en comparacidn con los copolimeraos
hidrof{licos (). Por manipulacioén de las cantidages de

copollmeras tanto hidrofébicos como hidrofilicos con el



ant{geno, se puede obtener una respuesta mas efectiva de
anticuerpos sin la formacién de granuloma e inflamacion

(10).

1.1.4 Adyuvantes Quimicos

La potenciacién general de la respuesta inmunitaria
también la pueden llevar a cabo diferentes sustancias quimicas vy
bioquimicas como por ejemplo polinuclesdtidos sintéticos,

nucledtidas ciclicos, sedicamentos y hormonas.

El mecanismo de accidén de tales sustancias se explica porque
modifican el metabolismo de las células presentadoras de antigeno
y de los linfocitos, La respuesta de las células inmunocompetentes
estimuladas por el antigeno implica un metabolismo auy activo, de
modo que al anadirlies algan inhibidor o estimulador se puade
obtener la consiguiente disminucion o aumenta de dicho

metabolismo.

los linfocitos T san altamente sensibles a una
modi ficacién en la concentracién de varias hormonas. Se conoce que
las aminas bidgenas, los agentes colinédrgicos, la hormona del
creciaiento, la insulina, los corticcesteroides, prostaglandinas,
la progesterona, la testosterona y las hormonas de la pituitaria
actgan directamente sobre varias subpoblaciones de linfocitos T

(11},



Muchas de las hormonas, medicamentps y particularmente las
aminas bidgenas, los agentes colinérgicos y las prostaglandinas
provocan cambios del metabolismo de las nucledtidos ciclicos de
los linfocitos. As! por ejemplo, se conoce que el GMP ciclico
ests involucrado en el estimulo de la praliferacidn de los
linfocitos mediante mitogenos vy antigenos. Parece que eoste es
el principal mecanismo de inmunopotenciacidn que se obtiene cuando
se administran sustancias que modi fican la concentracion

intracelular de los nucledtidos ciclicos.

En relacion al uso de medicamentos como inmunoestimulantes,se
puede mencionar al levamisol que es un derivado sintético del
tetramisol, un medicamento antiparasitario de gran utilidad en
veterinaria, algunos autores bhan encontrado que el levamisol
puede aumentar la resistencia del huésped contra las células
tumorales . Esto ha ocurrido bajo ciertas condiciones, coma
al administrarlo conjuntamente con otros medicamentos que
puedan reducir la carga tumoral.

,

Actualmente se conoce que el levamisol administrado junto con
el S5-fluorouracilo (S5-Fu) a personas con cancer, induce resultados
bastante satisfactorios en el proceso de recuperacién del
paciente en comparacién a los resultados obtenidos en pacientes

a los cuales solo se les administra el S-Fu. (12).

Se conoce que este compuesto tiene efecto sobre los



macr&dfagos y  linfocitos T, aumentando la gquimiotaxis vy la
fagocitosis, asi como también intensificando la respuesta de los

linfocitos inducida por mitégenos.

1.1.5 Moduladores Naturales de la Respuesta Inmme

Entre los inmunoadyuvantes se pueden considerar productos
que normalmente son liberados por los macrédfagos y los linfocitos
de animales vertebrados. Varios de ¢éstos factores solubles entre
los cuales se encuentra la IL-1 y 1la L-2 ya han sido
aisladoz por sedio de técnicas de DNA recombinante y propuestos

como adyuvantes de la respuesta inmunitaria.

La IL-1 estimula la proliferacién de los linfocitos T y por
consiguiente, existe la posibilidad que pueda ser utilizado como
un adyuvante. Esto ha sido propuesto y demastrado en un estudio en
el cual se incrementa la respuesta de Ig6 para la BSA cuando
la IL-1 se administra de 1-2 h después de la primera dosis
del antigeno, sin embargo la citocina tiene otros efectos
biolégicos tales como provocar FfFiebre y producir una fase
reactiva aguda. Ahora ya es posible que estas propiedades
puedan ser eliminadas obteniendo el derivado no pirogénico que
conserve la capacidad de estimular la proliferacién de los
linfocitos T (13). Se conoce que las dos clases de 1L-t, alfa vy

beta, presentan la misma actividad.
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Entre las maltiples actividades, "in vive" e "in vitro de 1la
IL-2, se encuentran: 1)la de actuar como un factor estimulador
de 1a proliferacién de los linfocitos T, 2)La liberacién de la

IL-2 por células Th modula la citotoxicidad mediada por

1
células. Por tal caracterfstica ha sido propuesto que dicha
otra interleucina puede ser usada como un agente anti-tumoral o

para mejorar la inmunidad en pacientes con inmunodeficiencia (14).

1.1.8 Sustanclas de Origen Bacteriano

Muchas moléculas que se encuentran distribuidas en la
superficie celular de las bacterias pueden actuar como moduladores
del sistema inmunolégico. Estos componentes superficiales que
pueden tenper wuna 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 Grampositivas

Las sustancias que tienen un efecto inmunomodulador vy estan
presentes en las bacterias grampositivas, consisten de grandes
complejos covalentes como por ejemplo, los peptideglicanos vy
algunos polimeros del Acido teicoico y del Acido teicurénica.

A) Peptidoglicanos

Dentro de los componentes de las bacterias grampositivas

11



algunos de ellps han sido muy estudiados, como es el caso
de los peptideglicanes, que presentan ciertas

caracteristicas biolégicas (15) y se enumeran a continuacién:

{.,-Induccién de formacidén de anticuerpos

2.-Propiedades de endotoxina

3.-Activacidén de complemento

4.-Activador policlonal para células B

5.-Efecto sobre macrdfagos (aumenta fagocitosis y quimiotaxis)

4. -Efecto sobre granulocitos (aumenta fagocitosis y quimiotaxis)

7.-Estimula la liberacion de mediadores { histamina,
prostaglandinas)

B.-Incrementa la actividad tumoricida.

9.-1Induce inflamacidn,

La actividad inmunolégica de mas interés de los
péptidoglicanos es su efecto inmunopotenciador, el cual ha sido
demostrado en algunos experimentos realizados en anisales vy
humanos. Dos péptidoglicanos de S.aureus tienen accién mitogénica
sobre las células humapas (16). En ratones se ha observade tanto
el efecto mitogénico como la estimulacién de la produccien de
anticuerpos, provocados por el mismo co;punente bacteriano

(17,18, 19,

En btros estudios con preparadas de la pared celular de

varios microorganismos grampasitivos se pudo observar que



los peptidoglicanos de: Proteus vulgaris,Moraxella glucidolytica,

Neisseria perflava, Micobacterium bovis, Staphylococcus aureus,

Micrococcus luteus, Lactobacillus plantarum, Nocardia asteroides,

Bacillus megaterium Yy Clostridium botulinum, son buenos

estimulantes de la respuesta del sistema 1nmunitario.

Desafortunadamente los péptidoglicanos 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 metabolizable en el

organismo causa reacciones que son indeseables para los pacientes.

Después de numerosos trabajos para conocer cuaAl era la
estructura quimica responsable de la actividad biolégica de los
péptidoglicanos, los investigadores concentraron sus estudios en
el muramil dipéptido (MDP), wuna subunidad muy pequeaa de
los péptidoglicanns que resultéd ser la responsable de la

actividad inmunoestimulante de los mismos (20).

B) Acido telcoico

Sobre la superficie celular se encuentran otros
componentes, como el acido teicoico, que también tiene ciertas

caracteri sticas inmunomoduladoras.

Su actividad inmunomoduladora se demostrs inicialmente "in

13



viva®en diferentes cepas de ratanes v postéricrmente el
efecto fue confirmado en cultivos de celulas esplémicas de
ratones CIH/Hed y BDFi. A partir de estos hallazgos se comprobo
ta influencia de la dosis en la inmunomodulacidn. A dosis bajas
de ©.1-2,0 ug, el Acido teicoico incrementa la respuesta de
células formadoras de placas y a dosis altas de 6.0-10 ug

suprime la respuesta (21).

Existen otros estudios que confirman la actividad
inmunomaoduladora de este companente bacteriano. En ratas se ha
provecado una supresién en la respuesta do células formadoras de
anticuerpos y una disminucion de los titulos de anticuerpos
séricos contra globulos rojus de carnero  (GRE), cuando s8
administraron junto caon anticuerpos anti-dcido teicoico. Cuando
las ratas no reciblan o no formaban anticuerpos anti-icido
teicoico entonces no se obtenta la supresion de la respuesta

humoral (15%.

En cultivos de células esplénicas de ratones CS7BL./& se
observd que la praliferacién inducida por 1la concanavalina A
para células T fue suprimida por el 4cidoe teicoico, wsientras
que la proliferacion inducida por 1 LPS a tas c¢élulas B fue
incrementada (22). Es posible que la activacion policlonal de las
linfocitos B por el acido teicoico contribuya a una
respuesta no especifica de defensa frente a la infeccidn y o
mismo se podria decir de la estimulacidén de otras células coma los

macréfagos,

14



Los efectos benéficos de la inmuromodulacién con el acido
teicice son discutibles actualmente (23), pero es posible que mas
adelante el &cido teicoico se pueda utilizar para suprimir
o potenciar la respuesta inmune en pacientes que as! lo
requieran. Sin embargo todavia se necesitan mas experimentos
para confirmar la wutilidad de este producto bacteriano.
Ademis no se coanbce lo suficiente acerca de los efectos

indeseables que se puedan presentar in vivo ".

1I Adyuvantes Derivados de Bacterias Gramnegativas

EL citoplasma de las bacterias gramnegativas se encuentra
envuelto por dos memhranas,la interna y la externa,separados entre
sl por un espacio peripl&smica. De la membrana externa de las
bacterias gramnegativas se han obtenido diferentes moléculas,tales
como el LPS, el lipido A, varias proteinas y oligosacaridos comg
el antigeno coman de las enterobacterias (ECA). Todas las
moléculas tienen diferentes actividades biolégicas, tanto

inmunogestimulantes como inmunosupresoras.

A) Lipopolisacarido

El componente superficial de las bacterias gram (-} mas
estudiado es el LPS. Ha sido extraido y purificado por diferentes

procedimientos y durante varios anos se le consideré el factor

bacteriano téxice responsable de las diversas actividades

15



biolégicas atribufdas a las endotoxinas:
1.~FPirogenicidad
2.-Activacisén del sistema complemento
3.~Agregacidn plaquetaria
4.~Coagulacion intravascular
S.~Aumento de la fagocitosis
&.-Estimulacién inespecs fica de los linfocitos B

7.-Shock y muerte

Dtra actividad biolégica,mas bien benéfica,del LPS es su
efecto adyuvante, el cual ha sido observada tanto "in vivo"” como

"in vitra®(24).

Cuando ®1 LPS se inocula a conejos se ha podido observar
qQue, bajo ciertas condiciones de administracién, la respuesta de
anticuerpos aumenta significativamente.Se han utilizado diferentes
parametros para la adeinistracién: 1) inocular al mismo tiempo
el LPS con el antigeno 2) a diferentes tiempos y 3) inyectarlos

por via diferente.

£l efecto adyuvante se observé cuando el LPS fue adminigtrado
horas después del desafio con el antigeno como era a las
+b,+12,+24 y +48 h s PErn no se presentd efecto
inmunopotenciador a las -24, -12, ~4, +72 vy +94 h de la

administracion del antf{geno {(2%5,246).



En otros experimentos también se observd como afecta la
cantidad inoculada de PS8 (27) comprobindose que la maxima
tantidad de LPS que estimulaba la producciédn de anticuerpos era de
10 pg/ratén y que si disminuia la dosis hasta 1.0 yg o aumentaba

hasta 100 ug, la respuesta inmunolégica humaral disminuia.

El LPS es una macromolécula cuya estructura quimica bha sido
dividida en tres regiones con diferentes propiedades quimicas y
biolégicas. La regidén I, "antigeno D ", estd constituida por
una larga cadena de polisacarido y forma los antigenos
espect ficos que proporcionan las principales taracteristicas
serolégicas de la bacteria. Esta ademds se encuentra unida a un
"naclec” o “core” comin a todos los LPS y que , a su  vez,
estd unido a un 2-ceto-3-desoxioctonato-trisacarido (KDQ}
formando as{ las dos porciones la regién 11, la cual esta
ligada a un componente lipidico (regién III} 1llamado lipido A.
(24) Varios estudias demostraron que el lipido A era la parte

biolégicamente activa del LPS.

Respecto a los mecanismos por los cuales los LPS
madifican la respuesta idinmunitaria, se han propuesto loy
siguientes:

1.-Accidn directa sabre células B.

2.-Accion directa sobre macr&fagos (incrementa la actividad

enzimatica intracelular e induce la secregion de [L~1 y

TNF)

17



3.~Induce la produccién de citocinas,las cuales influyen en la

funcién de las células T.

Cuanda la respuesta de anticuerpos aumenta en presencia del
LPS , tal respuesta probablemente sea la suma de los efectos de
todos los mecanismos. Si se incuban macrdfagos con LPS, éstos
secretan una serie de mediadaores que pueden tener influencia
sobre células y tejidos cercanos. Muchos de 1los wmediadores
pueden también ser producidos por otras cdlulas estimuladas
tales como linfocitos, fibroblastos o células epiteliales.

Entre los factores liberados por los macrdfagos se encuentra 1la

IL-1, FNT, IL-46, colagenasa, elastasa, componentes Cz, CS' CQ, Y
factor B, prostaglandinas, y leucotrienos.
L.os hallazgos mis importantes gque se pueden mencionar en

relacion a los linfocitos son los siguientes:

a) E1 LPS provoca una respuesta proliferativa de los
linfocitos B y una ulterior secrecidn de anticuerpos. Estos
resultados se pueden lograr tanto en animales de laboratorio como
en cultivos celulares. Un aspecto importante de la interaccién
LPS-linfocito B es el fendmeno de activacion policlonal en el cual
el LPS inicia una sintesis y secrecion de inmunoglobulinas
en linfocitos inmunocompetentes sin la presencia de la respuesta

anamnésica inespeci fica.
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b) €1 LPS no inicia una respuesta proliferativa de los

linfocitos T directamente, sin embargo hay evidencia
experimental de que probablemente, las ~ interacciones
citocinpas—linfocito T pueden estar involucradas en sU
respuesta.

Todos los estudios anteriores se han concentrado en observar
las actividades biocldgicas de algunps componentes superficiales
de las bacterias, pero quedan por explaorar muchas otras
moléculas de las bacterias gramnegativas y algunos investigadores
aun esperan obtener con ellas mejores resultados en el estudio de

las sustancias inmunomoduladoras.

Algunos estudios han investigado también las actividades
biolégicas de una proteina asociada al lipido A y demoastraron gQue
era un potente mitégeno pero que sus efectos dependian de su

dosis ya que a concentraciones altas mastré ser muy toxica.

Dtra sustancia a la que se le hicieron estudios de funcién y
estructura fue un glucolipido sintético similar a la regidn
lipidica del LPS y fue descrito como un potente mitégeno para
célulag B ., Estos glucolipidos tuvieron un efectd comparable o
superior al del LPS,cuando la respuesta inmunitaria fue medida por
medio de la técnica de células formadoras de anticuerpos.
Sin embargo, en ensayos de proteccidén se observéd que el

LPS daba una proteccisdn del 80% mientras dque el glucolipido



sintético s&lo de un  40%  (28).

Junto caon todos estos camponentes también se ha
investigado una lipoproteina de la seabrana externa oe
€.coli, demostrando su capacidad coso mitédgeno para los

linfocitos B (29,30).

I1I Adyuvantes Derivados de Micobacterias

A) Adyuvante de Freud

L.a mezcla de un aceite mirneral y micobacterias suertas
(adyuvante completo de Freund) es uno de los adyuvantes
conocidos mas potentes para estimalar la respuesta celular
y humoral. Sin embargo 1la emulsién presenta las siguientes
desventajas:el aceite mineral no es metabolizable en los
organismos vertebrados vy, las micobacterias preovocan graves
reacciones granulomatosas. Existe otra formulacién diferente en el
adyuvante de Freund en donde se emplea lanolina pero presenta las
siguientes desventajas:no se puede esterilizar en autoclave
porque origina productos de descomposicién con efectos
indeseables en el organismo ademis con el tiempo tiende
a solidificarse y es muy dificil bacer la mezcla con el

inmundgena.

Varios estudios realizados en humanos han revelado que al



vacunar personas con los antigenos del virus de la influenza juntoc
con el adyuvante incompleto de Freund se presentaron tumores vy
enfermedades autoinmunes gque fueron atribuldas al aceite mineral
(31).Ademds se pudco observar que el adyuvante incompleto de Freund
no incrementaba suficientemente la inmunidad celular, Sin embargo
se emplea mucho en caballos para la obtencién de sueros
hiperinmunes porgue aumenta considerablemente la respuesta

humoral.

Se han utilizado otras emulsiones con lipidos metabolizables

formadas a base de glicerol, lecitina, escualeno y aceite de
sésamo, con la esperanza de que la emulsidn sea

degradable, estable, efectiva y no carcinogénica, pero los
resultados obtenidos han mostrado que las mezclas tienen una

menor eficiencia (32).
B> Muramil Dipeéptido

El muramil dipéptido (MDP) ha sido identificado como el
componente activo responsable de las actividades
twmunoestimulantes del ACF, se le hicieron gran cantidad de
estudios, correlacionando sus actividades con las ya
existentes en los péptidoglicanos. Todos 1los estudios revelaron
resultados muy =similares en la mayoria de las actividades,
tales como:efecto adyuvante, estimulacién del sistema

reticulo endotelial y activacion de linfocitos.
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Una vez conocidas las actividades biolégicas del HDP los
trabajos siguientes condujeron a la sintesis de un compuesto que
presenta las mismas actividades inmunopotenciadoras
descritas anteriormente. En la actualidad grandes cnmpa;las han

originado un potente mercada para el inmunomodulador sintético.

t.as graves reacciones producidas tanto en el sitio de
inoculacion como en los nddulos linfaticos por el MDP al  ser
inyectado acumpaﬁado de aceite wineral, ha llevado a los
investigadores a sintetizar wvarios derivados del HDP que st
han sido capaces de inducir una hipersensibilidad tipo tardio
en cobayos cuando el producto es administrado en lipousomas o en
solucién amortiguadora de fosfatos. Los derivados del MDP
han probado ser atiles para incrementar la produccién de
anticuerpos contra antigenos protéicos. Ellos han dado buenos
resultados v su actividad es comparable a la del adyuvante
incompleto de Freud, al adyuvante completo =] bien al

MDP en emulsién  (33,34).

Las desventajas que se le han encontrado al HDP y sus
derivados han sido estudiadas al inducir encefalomielitis alérgica
experimental en cobayops (35). Otros investigadores han inducido
poliartritis con reacciones inflamatorias agudas en ratas
.1nmunodeFicientes o pnheumonitis granulomatosa crénica  en
conejos, en los dos casos las lesiones aparecen como  una

consecuencia de la inoculacién del MDP €36,37). Entre otros
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efectos indeseables se encuentra también la pirogenicidad.

1.2 ANTIGENO COMUN DE LAS ENTEROCBACTERIAS

Con e} interés por encontrar nuevos companentes celulares vy
caracterizarlos tanto quimica como biolégicamente han surgido
varios trabajps en los cuales se estudia un componente de
superficie de las bacterias gramnegativas gue ha s1da
denominado antigeno copmin de las enterchbacterias (ECAY. Este
hapteno ha sido considerado importante por muchos investigadores
debido a que se encuentra presente en  la wmembrana exterpa de
la pared celular de tpdas las enterobacterias. Bu estudio ha
tenido diferentes objetivos, entre los cuales destacan su
utilidad como vacuna y el uso de su  actividad inmunowmoduladora,

esta ¢ltima ha sido wmuy poco estudiada,

Antes de referir los estudios realizados sobre la actividad
inmunomoduladora del ECA conviene mencionar primero algunas de sus
caracteristicas gquimicas vy biolégicas.

Este antigeno se encuentra en todos los miembros de 1la
familia Enterobacteriaceae y los primeros en detectarlo fueron
Kunin y sus colaboradaores (38).

1.2.% Distribucidn y Localizacidn

€1 entigeno comGn de las entercbecterias es un polimero gue
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consta de dos porciranes,una hidrofébica y otra hidrofilica,la
porcién hidrofilica estid constituida de unidades repetidas de
N-acetil-D—glucosamina,icido N-acetil-D-manosaminurénico v
f4-acetamido-4, 6-didesoxi-D-galactosa,mientras que la porcién
hidrofébica es debida @ la presencia de acido L-glicerofosfatidico.
Los aminoaztcares representan alrededor del &65-707. de toda la

molécula (39).

El ECA puede existir en dos Fornés diferentes, la primera es
la forma de hapteno o también conocida como Forma libre vy
la segunda es la forma inmunogénica del ECA, ligado a los
LPS de la membrana externa, la cual esti restringida a unas

pocas mutantes R con un ¢édigo genético definido (40,41).

Trabajos posteriores indicaron (40) que el ECA inmunogénico
de las mutantes R se encuentra unido al "ntcleo™ o “core® del
LPS. Estas bacterias mutantes ho poseen el antigeno "0" espec! fico
y como una consecuencia de esta unidn, el ECA adquiere
inmunogenicidad.l.a forma libre del ECA no se encuentra asociada al
LPS. Ademis existen otras sutantes que ro contienen ECA. En el
caso de las bacterias ECA negativas, la mutacién ests ligada a los

genes (rfe, rff>).

Posterior al conocimiento de algunas cepas autantes

ECA~negativas de Salmonella y E. coli se realizaron otros trabajos

donde utilizaron estas cepas para obtener un suero inmune
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especi fico absorbide gnicamente anti~ECA. Cuando los anticuerpos
de los sueros absorbidos fueron conjugados a ferritina
y fluoresceina,para poder observar asi la presencia Y
distribucién del ECA en 1la superficie bacteriana, Mayer Y
colaboradores, pudieron observar que las cepas inmunogénicas
poselan una mayor cantidad de ECA que las cepas na
inmunogénicas. Ademas,estas gltimas posefan una distribucién polar
de la fluorescencia, la cual probablemente indica una movilidad
lateral del ECA hapténico en la membrama externa, parecido al
fendmeno de “patching” (40). Estos estudios demostraron la
existencia del ECA en la membrana externa y no permitieron
comprobar su presencia en otra regién de la célula. En trabajos
realizados con formas L. de Proteus mirabilis (42) también
demastraron que el ECA estaba restringido a la membrana externa

de las enterobacterias.

1.2.2.Propledades Fisicoquimicas del ECA

Las propiedades fisicoquimicas del ECA se investigaron a
partir de sus extractos utilizando dos métodos: 1) fenol/agua vy
2) fenol/cloroformo/éter de petrsleo. En algunos casos, los
productos extrat dos fueron posteriarmente purificados por

cromatografia de intercambio iénico (43,44),

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 aminoazucares forman una cadena unida con
enlaces 1,4 que debido a la reduccién terminal de uno de ellos,

se enpcuentran unidos alternadamente formando un polimero.

La esterificacién parcial del ECA con los acidos L-glicero
fosfatidico y palmitico puede, en parte, ser la responsable del
caracter hidrofdbico de 1la molécula y ademas de su
incorporacién a la membrana externa de las enterobacterias. Su
baja solubilidad en agua después de romper los enlaces
éster de los 4cidos grasos sugiere la presencia de otros
componentes lipfdicos 3 algunos investigadores reportan la
presencia de cefalina al realizar estudios con

fosfolipasa A 2 y al analizar su espectro de masa (45).

El ECA tiene la capacidad para adsorberse a 1la superficie
de los eritrocitos (46). Probablemente la capacidad de unirse
a las membranas puede estar relacionada con algdan efecto
inmunomodulador. Se sabe que la mayoria de los inmunopotenciadores
son anfipiticos, comb e©s el caso de los peptidoglucolipidos
de micobacterias, Acido teicoico y LPS. Todas estas moléculas
paseen una alta afinidad para unirse a membranas de

eritrocitos (47,48,49) y otras células.

1.2.3 Proplodades Irmunoldgicas y Serolédglcas del ECA

Existen varias ohbservaciones acerca de la inmunogenicidad
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del ECA. Cuando se aislé la forma libre presentd muy poca
inmunogenicidad al ser inoculada por via intravenosa a
conejos (50). Dtros Qrupos de investigadores (51,52,33%)
demostraron una alta inmunogenicidad de las fracciones que
conteni an ECA abtenido por calentamientp de culéivos bacterianos
y haciendo la extraccién del LPS por precipitacisén can
etanol. Varias observaciones indicaron que el ECA odanicamente
era inmunngénico cuando estaba ligado o asociado a un
acarreador, tal como ocurria en las cepas inmunogénicas en

las cuales el ECA estaba ligado covalentemente al tPS (53).

Pero existen otro tipo de unianes que interfieren con
ella, como son por ejemplo las que se realizan con algunos
1ipidos. En varios experimentos el ECA perdié completamente
su inmunogenicidad cuando era coagregado con estas sustancias. A
este fendmeno se le llamd inmunosupresién antigeno-asociada,siendo
muy clara cuando el ECA era mezclado con LPS, lipido A o
la cardiolipina, Es posible que las sustancias impidan la

asociacién del ECA con su acarreador (54).

Dentro de los métodas serolégicos empleados en la
determinacién del ECA se encuentran la hemaglutinacién, la
inhibicion de la inmunchemdlisis, inhibicién de la hemaglutinacisén

vy la inmunoprecipitacién (55).

1.2.4 Efecto Inmunomodulador del ECA
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Las actividades 1nmunocimoduladoras del ECA han sido poco
estudiadas, pero existen algunos experimentos que han
investigado su e fecto inmunomodulador en comparacidn con el

de los LPS (34).

En todos los estudios se ha tratado de observar la
capacidad para inducir reacciones de hipersensibilidad tipo

tardio (DTH) y/o provocar una reacciédn de Arthus.

Los resultadoa han demostrado que el LPS es capaz de
provocar una reaccién DTH, al igual que el ECA tiene la capacidad
de producirla. Respecto a la reacciéon de Arthus, ésta no puede
ser provocada con el ECA. Otros resultados obtenidos "in vitro®,
también demostraron que el ECA era mitdédgeno, ademis de
activador policlonal de linfocitos B en ratones CBA/J y C3H/HeJd

{57).

Los experimentos " in vivo * de las actividades biolégicas
del ECA resultan de gran interés, porque aportan datos mas
completos respecto a lo que ocurre en todo el organismo. Por
tanto cualquier sustancia as{ mismo, debe ser estudiada sobre
animales de laboratorio que puedan proporcionar resultados aas
reales y aplicables a un individuo, en comparacién con los
resultados que se obtienen "in vitro®, los cuales no se pueden

extrapolar completamaente a un ser vivo.



Al inocular el ECA en animales de laboratorio se ha observado
que es totalmente inotuo hasta dosis de 1 mg por animal adulto.
Al mismo tiempo se ha encontrado que no proporciona
resistencia a las infecciones por gramnegativos patogenos por  lo
que no se han obtenido resultados satisfactorios cuando se bha

empleado como vacuna (58,59,560).

1.3 APLICACIONES DE LOS ADYUVANTES

En los tltimos diez anos ha existido un aumento dramatico en
el namero de pacientes inmunocomprometidos los cuales requieren de
una proteccién efectiva frente a varios patégenos que tienden a
provocarles inFecciones. frecuentes. Todos los pacientes no
incluyen solamente a los del si ndrome de
inmunodeficiencia ;dquirida, sina también a pacientes con cancer
los cuales estan bajo quimioterapia, ninos desnutridos, ancianos,
personas urémicas, pacientes intervenidos quirargicamente Y
personas que han recibido un transplante Y se mantienen

bajo terapia inmunosupresaora 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 miés elevada que la misma enfermedad primaria. Esto
ha sido resuelto en parte con los grandes adelantos cientlificos en

la tecnologia de la biosintesis con el DNA recombinante y 1la
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elaboracion de péptidos  sinteticos para producir vacunhas
contra infecciones como las producidas por el Streptococcus

beta hemolitico del grupo A o Plasmodium falciparum.

5in embargo se ha encontrado que estos antigenos purificados
son poco inaunogénicos (61,62) por lo que es necesario

aplicarlos junto con adyuvantes o administrar varios refuerzos.

En estudios en los gque se ha observado la respuesta a la
vacuna de la influenza y 1l1a hepatitis B en tres grupos de
pacientes: 1) con camcer 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 cdncer fue muy variada dependiendo de 1la intensidad y 1la
frecuencia de la quimioterapia (&3). La respuesta a la
vacuna de la hepatitis B fue wmuy baja en pacientes con
transplante (64),pero alrededor del BB de personas con
didlisis mostraron una respuesta alta para la misma vacuna,

sin embargo el periodo de duracidn fue muy corto. (65, 66).

Con los datos anteriores se ve en necesidad de buscar una
estrategia efectiva para potenciar la respuesta inmune (567}
obtenida con las vacunas, ya sea por medio de inmundgenos mas
potentes o encontrando inmunopotenciadores que junto con las
vacunas ya existentes, logren aumentar la respuesta inaune

profilactica.
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Para tratar de resolver el prablema, en estudios
experimentales “in wvitro® es necesarioc contar con sustancias
inmunomoduladoras que no sean demasiado toxicas para las
células para que permitan evaluar sus efectos inmunolégices, con
base en lo anterior se ve en necesidad de buscar sustancias nuevas

que tengan efecto inmunopotenciador y presenten minima toxicidad.
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CAPITULO II

OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo del presente trabajo es:

Conocer si la respuesta inmunolégica contra los eritrocitos
de carnero se modifica al inocular el antigeno comon de las
enterobacterias varias horas mis tarde de haber inmunizado

ratones adultos.

Con esta finalidad se determinara:

1)el tiempo optimo que debe transcurrir entre la
administracién de los 6GRC y el EEA, para ocbservar un
efecto inmuncgestimulante.

2)1la dosis de ECA con la cual se puede observar un efecto’

i nmunomodulador ¢ptimo.

Con base en el conocimiento de las propiedades "in vitro" del
ECA como mitégeno y activador policlonal, la hipéotesis del trabajo
propone que este hapteno puede estimular o potenciar la respuesta
de anticuerpos anti-glébulos rojos de carnero al ser inyectado
intraperitonealmente poco tiespo después de haber sido

administrado el antigeno.
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CAPITULO III

DISENO EXPERTMENTAL

3.1 MATERIAL

Animales

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 Quimica y

alimentados ad libitwn con purina y agua.

Reactivos bioléglcos

a)Antigeno comin de las enterobacterias (EEA) proveniente
de una cepa de E. coli 0 14, obtenido por el método de Suzuki
et al (38), en concentraciones de 10, 25, 50, 100 y S00 pg de
ECA/mi.

biBlébulos rojos de carnero, en suspensiones de 15% y 8%.
clSuero fresco de cobayo como fuente de complemento.
d)Solucién salina isoténica esteril y libre de pirégenos
{Abott Laboratories).

e)Llisado de amebocitos de Limulus liofilizado “Pirogent"”

{Whittaker M.A.Bioproducts)Cat No.N 183, N 184.



flEndotoxina de E.coli 0535: 85 {Whittaker M.A,

Bioproducts) Cat No. N 183, N {B4 a una concentracién de 50

Hg/ml
3.1.1.0btenciédn del ECA
a) Cultivo Bacteriano

Para llevar a caba la obtencién del ECA, se empled una cepa
de Escherichia coli 0 14 proporcionada por el ceparioc de la
Facultad de OQuimica, tipificada tanto bioquimica como
serolégicamente, la cual fue cultivada en tripticase soya agar

durante 18 haras a una temperatura de 37 C.
b) Extraccién del ECA

LLa extracciédn del ECA se llevd a cabo de una suspensién de
las bacterias en agua destilada la cual se calenté a 100 C durante
2 horas. Posteriormente la suspensién se centrifugé a 5000 rpm
durante 30 wminutos con la finalidad de eliminar los restos
celulares. E1 spbrenadante fue separado Yy guardado en

refrigeracion.
La fraccién sobrenadante se mezcld con etanol al  95% hasta

que el alcohol tuviera una concentracién final de 8S%. Esta mezcla

se mantuvo en reposo por 18 horas a temperatura ambiente,
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posteriormente se centrifugd a 2500 rpm durante 30 minutos
con la finalidad de separar la fraccién insoluble. La
fraccitdn soluble se deshifdratd en un cristalizador a &0 C y el
material obtenido se pesd y se disolvid en agua desionizada a una

concentracion de 1 mg/ml.

fFinalmente la solucidn de ECA obtenida se filtrd por membrana
de nitrocelulesa poro 0.22 ym y se realizéd un ensayo de inhibicién
de inmunohemdlisis cuantitativo para observar su  antigenicidad vy
la prueba de gelacidn del Limulus para determinar si estaba o no

contaminada con LPS,

3.2 METODOLOGIA

Con base en los estudios de otros 1nvestigadores sobre el
efecto adyuvante del LPS , el diseno experimental contempla dos
exper imentos sucesivos. En el primero se estudia el efecto que
puede tener el ECA sobre la respuesta de anticuerpos anti-glédbulos
rojos de carnera al inyectar una sola dosis del mismo en
diferentes periodos de tiempo después del antigeno. En el segundo
experimento se determina la dosis de ECA gue estimule la mejor
respuesta de anticuerpos anti-gi¢bulos rojos de carnero en un

tiempo &ptimo después del desafio con el antigeno.

1) Seleccidn del Tiempo para Administrar el Adyuvante

Los 34 ratones hembra CDOl de este experimento fueron
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separados en tres grupaos con la finalidad de observar a qué
tiempo después de administrar los GRC se debe de inyectar wuna
dosis anica de ECA para observar un efecto estimulador en la
respuesta de anticuerpos. Los tiempos evaluados fueron 6h, 12h vy

24h y la dosis de ECA administrada IP fue de 10 pg/ratén.

A continuacién se enlistan a que grupo corresponden:

Grupo No.! : & horas ECA £0 pg/ratdn
Grupo No.2 : 12 horas ECA 10 pg/raton
Grupo No.3 3 24 horas ECA 10 pg/ratdn

Después de cinco dias de haber inyectado 1los eritrocitos
tados los animales fueron sacrificados para obtener una suspension
de células de bazo y determinar el ntmero de CFA por la técnica de

Cunningham.

2) Seleccién de la Dosis Optima del Adyuvante

Una vez determinado el tiempo adecuado para administrar el
ECA y obtener el maximo efecto inmunopotenciador sobre la
respuesta de anticuerpos, el trabajo se continud con los animales

del segundo experimento.

En este segundo experimento se utilizaron 78 ratones

hembra CD~1 que fueron divididos en ocho grupos, A los animales



de los cinco primeros grupos les correspondid una dosis diferente
de ECA, la cual se preparé solubilizandole en solucidén salina

isoténica a concentraciones de 10, 25, 50, 100 y S00 Fg/ml.

Todos los animales recibieron la dosis correspondiente de ECA
24 horas después de la ingculacion con los eritrocitos al 15%, de

acuerdo al tiempo ¢ptimo encontrado en el primer experimento.

Cada animal recibio 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 Ne.i: 1.0 ro ECA/ratén

Grupo No.2: 2.5 9 ECA/raton

Grupo No.3: 5.0 pg ECA/raton

Grupo No.4: 10.0 Fg ECA/ratdn

Grupo No.5: S50.0 Ha ECA/ratén

En este experimento se utilizaron tres grupos de animales
controles, que fueron inpculados con &SI estéril, con LPS
comercial o no recibieron tratamiento. Las dosis efectivas para
cada animal fueron las siquientes:

Grupo No.6: 0.1 ml de 5SI estéril/ratén

Grupo No.7: 5.0 ya de LPS/ratén

Grupo No.8: sin tratamiento

En los grupos control 4 y 7 el tiempo transcurrido entre la
primera y segunda inyeccién fue igual al de 1los primeros cinca

grupos.
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Todos los animales fueron sacrificados cinco dias después de
la administracion del antigeno, por dislocacidén cervical y se

determind el ndamero de CFA por la técnica de Cunningham.

3) Cuenta del Numero de Células Formadoras de Anticuerpos

En este trabajo se emplea una madificacion a la tecnica de
Jerne segun el método de Cunningham, en el cual, tanto los
linfocitos como laos GRC. y 21 complemento quedan suépend:uos en
medio de cultivo. La mezcla de células se coloca en una pequeaa
camara con el propédsito de formar una capa delgada de ceélulas y
las células formadoras de anticuerpos (CFA), se detectan

macroscépicamente comp placas de lisis.

La metodologia para esta técnica se describe a continuacion:

1,Después de sacrificar al ratén por dislocacién cervical y de
extraer el bazo, el tejido esplénico se disgrega en solucién
salina balanceada (BSS) y la suspension de ceélulas obtenidas se
lava tres veces con la misma solucién (anexo, 1).

2.Una alicuota de la suspensién de células esplénicas se diluye
1:20 con una solucisdn 1:10 de azul tripano al 0.4% y el porcentaje
de viabilidad se obtiene al contar el namero de células en wuna
camara de Neubauer. Finalmepnte la concentracién de las células
esplénicas viables se ajusta a leo6 cédlulas/ml.,

3.La suspensién celular que se introduce dentro de la camara

contiene:
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a) 400 pl de la suspensidn de células esplénicas ajustadas a
leO6 calulas/mi.
b) 200 pul de una suspension de 6.R.C.al 8%
€) 400 pl de complemento dilufido 1:10
4.De la mezcla anterior se miden 200 Fl y se colocan dentro de
la camara, cada muestra por duplicado.Posteriormente cada uno de
los extremos de la camara se sellan con parafina y se incuban

durante 1 h a 37 C.

S.Después del tiempo de incubacién se determina el numero de
placas de hemdlisis formadas, se obtiene el valor promedio de
cada muastra para después calcular el namero de CFA/10 células

de bazo.

4) Prueba del Limulus

1. De una salucién de ECA que contenta $50.0 pg/ml se
realizaron una serie de diluciones (1:2, 1:4, 1:8, 1:14, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512).

2. Posteriormente se depositaron 0.1 ml de cada dilucion
en tubos que ya contenian 0.1 ml de Limulus, se rotaron
suavemente.

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

E. coli 055:BS (Whittaker M.A. Bioproducts) en un tubo con 0.1 ml
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de Limulus. €1 control negativo fue 0.1 m)l de agua esteéril
libre de pirégenos anadidos a un tubo con 0.1 ml de
Limulus. Ambos controles, al igual que las diluciones de ECA se

incubaron en bano de agua a 37 C por una hora.

4. Después de la jincubacién y en presencia de endotoxina se
observé la gelacion de]l Limulus. El punto final se determind con

la maxima dilucion en la cual se productia gelacién.

8 AnAlisis Estadistico de los Resultados
Como madida de la tendencia central se utilizé la media

aritmética. El grado de significancia de las diferencias entre

los grupos estudiados se calculd por un anilisis de varianza.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

En este trabajo se realizaron dos experimentos. En el primero
de ellos se mantuvo constante la concentracidn de ECA administrada
a cada ratén ¥y se varié el tiesapo al cual se administraba el ECA
después de la inmunizacién con eritrocitos. En el sequndo
experimento s mantuvo constante el tiempo de adaministracién entre
cada inyeccién y se varié la concentracién del ECA,para determinar
1a dosis a la cual el adyuvante estimulaba la mejor respuesta de

anticuerpos. Los resultados fueron los siguientes:

3 .-SELECCION DEL TIEMPO PARA ADMINISTRAR EL ADYUVANTE

A cada ratén se le inyectd una dosis anica de 10,0 ra de
ECA/ratén por via intraperitoneal mientras se variaba el tiempo
entre la primera inyeccién de los eritrocitos y la segunda con EECA,

(Tiemposs 6,12 y 24 horas) (Tabla No.1).

Los animales del grupo No.l recibieron la dosis Gnica de ECA,
6 h después del desaflo con los eritrocitos y en ellos se observo
una disminucién en el numero de CFA con respecto a los grupos de

12 y 24 horas. (Griafica No. 1).
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En los ratones del grupo No. 2 que recibieron la dosis Gnica
de ECA 12 horas después de inyectados los glébulos rojos de
carnero se muestra un aumento en el namero de CFA con respecto al

grupo de & horas. (GrAfica No. 1),

En el grupo No. 3 de ratones que recibieron los 10.0 ha de
ECA/ratén a las 24 bhoras después de la inmunizacién con los
eritrocitos mostraron un aumento en la respuesta de CFA
( x = 511.38) respecto a los grupos 1y 2 ( x = 267.7 vy

x = 324,7) (Grafica No. 1).

Al valorar las diferencias entre los tres grupos tratados
con ECA, se muestra slqnlficahcia estadistica entre los grupos de
tiempo 6hy 24 h (p < 0,01), pero no entre 12 y 24 horas
(p > 0.05). Por los datos anteriores y dado que a las 24 haras
se observa un aumento en la respuesta de CFA anti-GRC se considerd
este tiempo para estudiar la dosis éptima del adyuvante.

{Tabla No. 1).

2.-SELECCION DE LA DOSIS OPTIMA DEL ADYUVANTE

En el segundo experisento se estudié si 24 horas después de
inmunizar los ratones con eritrociteos de carnero la

administracién de diferentes cantidades de ECA modificaba la

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

Ko de ECA/ratén, administrados intraperitonealmente,
Los resultados se presentan en la tabla No. 2 y en la Figura 2.

Se puede observar que la administracién del ECA si logré
aumentar la respuesta de células formadoras de placas hemoliticas
anti-GRC.Este aumento fue evidente en los ratones que recibieron
5.0 y 10.0 ug intraperitonealmente de ECA 24 horas despuss de la
inmunizacion. Sin embargo, los resultados del analisis estadistico
revelaron gue ese aumento solo fue significativo (p < 0.05) en el

case de los ratones inyectados con 5.0 pg de ECA.

El uso de este hapténo como un adyuvante también madificd los
limites, es decir el rango, de laos valores obtenidos vy, al
ampliarlo incrementé las desviaciones estaindar de los promedios,
excepto en los grupos de ratones que recibieron .0y 2.5 Mg de
ECA. A medida que aumentarcn las dosis del adyuvante se abtuvieron

limites que fueron progresivamente cada vez mas amplios.

Estos resultados revelan gue aunque el ECA si potencializé
significativamente la respuesta de anticuerpos anti-GRC los
aumentos obtenidos fueraon variables, probablemente a causa del
diferente grado de sensibilizacitn previa de los animales a laos
anti genos de sus bacterias comensales y a las consiguientes

diferencias en el metabolismo del adyuvante utilizada.
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La demostracion de un incremento significativo en la
respuesta de anticuerpos cuando la i1nmunizacién de los ratones
fue seguida de una inyeccién con 5.0 pg de ECA, permitié aceptar
la hipétesis del trabaljo. La potencia del ECA como
inmunoestimulante resultd similar a la obtenida después de
inyectar 5.0 Ha de LPS en ratones que se encontraban en las mismas

condiciones experimentales.

Estos <¢ltimos resultados refuerzan 1la importancia del
incremento estadisticamente significativo y permiten calificar al
ECA como un nuevo adyuvante, cuya capacidad de potenciar 1la
respuesta del sistema inmunitario no habia sido informada hasta

ahara.

El efecto inmunoestimulante del ECA sobre la respuesta de
anticuerpos no fue atribuido a la contaminacion del haptena can
residuos de LPS, ya que los resultados de la prueba de Limulus

mostraron que cada pg de ECA solamente contenfia 4 pg de LPS,



Grupas| N Tiempo cras108celulas
de bazo
X D.S. F F 3
i 8 &6 h 267.7 + 128.2 9.2 <0.01
2 Q 12 h 324.7 +189.4 4,17 20.05
3 8 24 n s11.3 + 186.3
a4 9 - 398.7 + 110.5

% Las diferencias fueron calculadas entre los grupos gque

recibieron tratamiento.

TABLA No. 1
Cantidades de cédlulas formadoras de anticuerpos anti-GRC (CFA)
obtenidas al inyectar 10 pg ECA/ratén en diferentes periodos de

tiempo después de la administracion del antigeno.
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Grafica No.1l

Respuesta de CFA anti-~GRC en ratones CD-1 inmunizados por via
intraperitoneal con una suspensién al 15X de glébulos rojos de
carnero y que recibieron una dosis Gnica de ECA/ratén a las 6, 12

y 24 horas.
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Grupos Tratamiento CFA/loécélulas
de bazo
N X D.S. F P

1 10! 1.0 Fo ECA/ratén |371.0 + 149.4 0.52 20,03
2 10| 2.5 pg ECA/ratén [409.4 + 99.2 0.009 >0.05

3 20{ 5.0 pg ECA/ratéen |733.9 + 222.2 18.9 £0.01

L) 8 10.0 pg ECA/ratédn|511.3 ¥ 1B&6.3 1.85 20.05

5 10| 50.0 pg ECA/ratén|as3.7 + 278.5 0.173 20.05

& 10 SS1 414.0 + 115.0

7 10f 5.0 ya LPS/ratén |814.4 + 222.3 25.5 <0.01

8 9 Sin tratamiento 398.7 + 110.5 0.08 >0.05
TABLA No.2

Cantidades de células formadoras de anticuerpos anti-GRC (CFA)

obtenidas al recibir diferentes cantidades de ECA 24

horas posteriores a la administracién de los GRC.
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Grafica No.2
Respuesta de CFA anti-glébulos rojos de carnero en ratones
Ch~1 que recibieron diferentes cantidades de ECA o LPS, después de

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

Determinacién mediante la prueba de gelacion de Limulus de

cantidad de LPS presente en el ECA.

Dilucion Sensibilidad Concentracién
punte final del reactivo de LPS
1:6 0.125 0.9% EU/m]

La cantidad de LPS se calculd aplicando la siguiente €érmular

Conc.de endatoxina =

[}

Si wupa EU = 0.2 ng

endotoxina/yq de ECA.

sensibilidad del Limulus » inverso del

0.125 x 7.999
0.97 EU/ml

el resultado
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CAPITULO VI

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Existe una gran cantidad de sustancias biologicas y
no biolégicas que pueden ser utilizadas para estimular la
respuesta del sistema inmunitario. Todas éstas sustancias se
canocen con el nombre gendrico de adyuvantes Y algunos
acttan como inmunomcduladores, ya que segén la dosis aplicada,
pueden tener un efecto tanto inmunoestimulante como inmunosupresor

de las principales actividades bioldgicas de los linfocitos.

Los adyuvantes tienen un origen diverso y pueden ser obtenidos
tanto de origen aineral como de microorganismos y plantas o bien

ser sintetizados en el laboratorio.

Todas estas sustancias han sido aprovechadas para intentar
el tratamiento de numerosas condiciones c¢linicas en las cuales
hace falta suprimir o estimular la competencia del sistema
inmunitario asl por ejemplo en el caso de pacientes que necesitan
un transplante de 4rgano o que producen una gran cantidad de
autoanticuerpos, es necesario deprimirles su respuesta
inmunoldégica; mientras que, en el caso contrario, existe otro
tipo de pacientes que necesitan estismular su respuesta

inmunitaria a causa de que tienen cancer, una edad avanzada o
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diferentes enfermedades primarias que se caracterizan por una

inmunaodeficiencia adquirida.

A medida que bhan avanzado las investigaciones sobre las
actividades biolédgicas de los anteriores compuestos
inmunomoduladores, ha s5ido necesario descartar un gran namero de
ellos, debido a los efectos secundarios o consecuencias
adversas que puedan praovocar en humanos. No obstante estos
problemas, muchas investigadores siguen estudiando nuevas
sustancias naturales o sintetizadas en el laboratorio para tratar
de encontrar algunas que proporcionen buenos resultados clinicos

y tengan disminuf dos sus efectos secundarios.

€1 anttgeno comin dé las entercbacterias (ECA) es una de
los productos naturales que tienen una actividad
trmunoestimulante y, por consiguiente, también ha sido el objetivo
de varios trabajos cuyos autores han estudiado la posihilidad de
aplicarlo para el tratamiento v/o prevencidn de algunas

enfermedades humanas.

El conrocimiento de la inocuidad del ECA y de sus efectos “in
vitro" como mitogeno y activador policlonal, ha permitido
proponer la posibilidad de que ésta molécula pueda resultar un

i nmunoadyuvante ideal sin efectos adversos colaterales.

En el presente trabajo se estudié¢ la accidn inmunpoestimulante
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del ECA cuando se inyectaban ratones adultos Jjévenes 24 horas
después de haberlos inmunizado con una sola dosis de GRC. Los
resultados revelaron que en los animales inyectados
intraperitonsalmente con 5.0 Mo de ECA se observa (1133
aumento significativo (p < 0.01l). Este aumento fue comparable al
observado en el grupoc de ratones controles que fueron 1nyectadas
con 5.0 4o de LPS. Los resultados son originales porque demuestran
"in vivo" una actividad biolégica gque hasta ahora no habta sido
informada por la literatura publicada respecto a las actividades

inmunomoduladaoras del ECA.

El efecto inmunpestimulante parece tener limites muy
estrechos ya que la produccién de anticuerpos anti—-GRC solamente
se llevd a cabo significativamente cuando los ratones fueron
inyectados con S.0 Ha de ECA. Cuando los animales fuercon
inyectados con t.0, 2.5, 10.0 ¥y 50.0 P9 de ECA, los aumentos
observados en las cuentas de CFA anti-GRC fueron limitados y no

resultan estadi sticamente significativos.

La prueba del Limulus reveld que el ECA contenia menos de 4.0
pg de LPS/ug de ECA inyectado. Por esta razén no se consideré
probable gque la cantidad de LPS contenido en la solucién de ECA
‘utilizada en nuestro experimento hubiera influlido en el efecto

inmunoestimulante observado.

Los resultados de este experimento no descartan la
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posibilidad de que el ECA tenga efectos indeseables después de
administrarlo en animales vivos,para ello deberd bhacerse una

prueba de seguridad en ratones y cuyos.

En realidad ce puede afirmar gue no existe un
inmunoestimulante que este libre de riesgos. Casi todos ellos
tienen efectos adversos para el organismo que los recibe o si  no
manifiestan algunas actividades biolégicas indeseables como la
fiebre o 1la activacién inespecifica de distintas clonas de
linfocitos B. Esta dltima actividad de los inmunoestimulantes ha

creado graves problemas a los inmundloges porque cada dosis de

adyuvante representa una posibilidad de estimular clonas
autorreactivas e inducir 1la aparicion de enfermedades
autoinmunitarias.

En el caso del hapteno utilizado en el presente trabajo
(ECAY, el ries:: *edrico se encuentra magnificado por las
cbservaciones L.v han realizado otros autores en el sentido de que
se trata de un antigeno compartido entre mami feros 2%

microorganismos gramnegativos (68,69,70.).

En los ultimos anos han existido pocos trabajos que refieren
al ECA como una molécula compartida, mis bien existen algunos
estudios que, después de haber logrado demostrar los epitopes del
ECA en linfocitos esplénicos de ratones y en células de sangre

periférica humana, praponen la alternativa de que el hapteno de

53



las enterobacterias se encuentre presente en células eucariotas
porque es adsorbido sobre las wmembranas de las mismas. Sin
embargo, aunque este fuera el caso, existiria el riesgo de
estimular una respuesta anti—-ECA superior a la fisiologica vy
provocar lesiones en algunos tejidos. Los primeros experimentos
sobre el significado biolégico del ECA 1le adjudicaron a esta
molécula una funcion sumamente importante en la etiologia de la

colitis ulcerosa autoinmunitaria (71).

Otros trabajos publicados posteriormente demostraron que el
ECA se encontraba presente en el intestino de animales
grnotobiétitos y de fetos mortinatos que habian sido obtenidos bajo
condiciones de asepsia (72). Los comentarios anteriores no tienen
el propésito de minusvaluar la importancia del ECA como un
inmunoestimulante, sino mas bien destacar la complejidad de sus

interacciones con las células de los animales vertebrados vivos.

Resultd muy interesante que, a diferencia de otros adyuvantes
de origen bacteriano, como los LPS, la inyetcidn de cantidades de
ECA 20 veces superiores a la dosis efectiva Sptima no provocaron
una depresién de la respuesta irmunitaria. Aunque se reconoce Qque
hacen falta mis experimentos con ratones inyectados con 100, 200 y
mas pg de ECA, una y varias veces, de cualquier wmodo se puede
decir que los resultados del presente trabajo son sugestivos de
que, al menos en ratones adultos jévenes, el ECA o ofrece

problemas de toxicidad ni de inmuhosupresi&n.
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Ya se menciond en los resultados que la inyeccién
intraperitoneal de ECA no solamente aumentd la intensidad de la
respuesta de anticuerpos sino también incrementd los limites de la
cuenta de células formadaras de anticuerpos en cada grupo de
animales prablema. Este aumento de los limites =] valores
miximo y m{nimo obtenidos fue directamente proporcional a la dosis
de ECA utilizada y se considerd comp sugestivo el que, en cada
grupo de ratones, el efecto inmuncestimulante del ECA era cada vez

mAs variable a medida que era mayor la cantidad administrada.

El resultado anterior fue interpretado como una ceonsecuencia
del diferente grado de sensibilizacién al ECA de bacterias
gramnegativas comensales en cada animal que formé parte del -
experimento. Esta supﬁsicién solamente podria ser aclarada
titulands los anticuerpos séricos anti-ECA antes de la
inmunizacién y demostrando, individualmente que existe una
velaciéon inversamente proporcional entre estos titulos y el grado
de estimulacidén de la respuesta de anticuerpos anti-GRC, todo lo
cual podria formar parte de un estudio subsecuente sobre el mismo

tema.

Finalmente, no puede dejar de mencionarse gue los resultados
del presente trabajo también nos ha despertado interés por el
tema de la reactividad cruzada de los antigenos compartidos, el
desequilibrio de la red de idiotipos-antiidiotipos de Jerne y el

riesgo de inducir reacciones o fendmenos autoinmunitarios al
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inyectar animales de experimentaci®n con antigenos que vya se

encuentran presentes sobre la membrana de sus células .

Ningun cuestionamiento relativo a estos problemas puede

ser contestada ahora con los resultados del trabajo, porque el
diseno de los experimentos tuvo un objetivo diferente. No
obstante, a pesar de que los resultados confirmaron la

hipbtesis propuesta, debe quedar claro que la actividad
biolégica del ECA y su significado inmunolégico en los
animales vertebrados vivos continua representando un
capitulo muy poco estudiado, que podria estimular varias
investigaciones mis vy ofrecer en el futuro nuevos
resultados positivos relacionados, no solamente con la
inmunopotenciacién, sino tambiéen con varios otros aspectos

igualmente interesantes de la Inmunologla.
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CAPITULO VIII
CONCLUSIONES

Los resultados del trabajo comprueban la hipétesis
propuesta.El antigeno comin de las enterobacterias (ECA) tiene
un efecto inmunomodulador al ser administrado en ratones CD-1

adultos.

El ECA en dosis de 5.0 Fglratén puede provocar un aumento
significativo en la produccién 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 observd con el LPS,un compuesto con

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

El efecte observado sobre la inmunocompetencia no es debida
al PS5 cantenido en el ECA,puesto que 1la cantidad de LPS
determinada por la prueba del limulus es despreciable con respecto

a la cantidad de ECA empleada en el estudio.
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1.-BSS

Solucién 1

D-glucosa 10.00
KH2PDq 0.40
NazHPO4 1.85
Rojo de fenal 0.01

Se disuelve en agua desionizada y se afora a 1000 ml

Solucién 11

caCl, (2 H,0) 1.86
KC1 4.00
NaCl 80.00
MgCl, (& HO) 2,00
Mgsn, (7 WD) 2.00

Se disuelve en agua desionizada y se afora a 1000 ml

Para preparar la solucién de trabajo se mezclan

< B~ B~ B

" 9 a9 oQ

5

[}

de

la

solucién I con 5 ml de la solucién I1 y se 1llevan a 50 ml con agua

desionizada,pH = 7.0 + 0.2.
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TSTA TESS RO DEBE
2.-S0LUCION DE ALSEVER. SA’:‘“R BE Lﬁ Bmuﬁii{;h

Glucosa 2.09 g
Citrato de sodio 0.80 g
Acido citrico 0.05 g
NaCl 0.42 g

Se afora con agua destilada a 100 ml,se esteriliza por filtracidn
y se distribuyen 27 ml en matraces Erlenmeyer estériles. La

proporcién en ml de solucidn Alsever:sangre de carnere es 27:23.
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