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V. Resumen

El Factor de Transferencia (FT) es un extracto dializado de leucocitos de sangre periférica
formado por péptidos pequenos que constan de 44 aminodcidos con un peso menor a 10
KDa, estan activos en el sistema inmune incorporandose a células inmunitarias no
sensibilizadas, otorgandoles la informacion especifica de una célula sensibilizada. Huard y
Sabet en 1978 realizaron un experimento con FT de ratén y FT humano, en modelo
murino; encontrando cambios morfoldgicos en tejido esplénico, asi que sugirieron un

efecto inmunorregulador atribuido al FT.

En la actualidad solo existen unos cuantos grupos que investigan el FT en nuestro pais,
como el que dirige el Dr. Sergio Estrada Parra en la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional. Este equipo ha desarrollado un
medicamento llamado Transferon que tiene como principio activo el FT. Dicha sustancia
se administré en diversas dosis a ratones para conocer la celularidad de bazo y nodos

linfaticos axilares mediante histologia.

Para determinar si existia diferencia estadisticamente significativa entre los diversos
tratamientos se utilizd el estudio ANOVA y se encontrd que el Factor de transferencia
induce un aumento en la densidad de células en el bazo y nodo linfatico, por lo que se
puede decir que reacciona positivamente como adyuvante, y al no haberse encontrado
hasta ahora efectos adversos de esta sustancia, abre un camino para su empleo como

componente de vacunas.

Vi




1. ANTECEDENTES

Todos los tejidos vivos estan sometidos a la amenaza constante de invasién por agentes
extraflos y microorganismos (patdgenos) causantes de enfermedad. Estos
microorganismos pueden entrar en el cuerpo y destruir el tejido funcional. Para

contrarrestarlos, se han desarrollado tres lineas fundamentales de defensa:

» Mecanismos superficiales de proteccién.- La piel funciona como barrera, las
superficies mucosas poseen sustancias antibacterianas como la enzima lisozima o
el mantenimiento de un ambiente acido en estémago y vagina que inhibe el

crecimiento de patégenos (Regueiro, 2003).

» Defensas tisulares inespecificas.- Inflamacion ya sea aguda o crénica cuyo objetivo
es retirar el tejido muerto y la materia extraia y sustituir el tejido. Activacion de la
cascada del complemento, el cual provoca la lisis celular, opsonizacién vy
guimiotaxis. Asimismo se incluyen a los macréfagos y neutréfilos que fagocitan
invasores y las células asesinas naturales (NK) que destruyen células tumorales. A

estos tipos de defensa también se le conoce como sistema inmunitario innato.

» Respuestas inmunitarias especificas.- También llamado sistema inmunitario de

adaptacion. Comprenden la inmunidad celular e inmunidad humoral (Roitt, 2000).

Una estructura extrafia que puede despertar una respuesta inmunitaria se conoce como
inmunégeno, un antigeno es una molécula que interactia con las inmunoglobulinas

producidas por las células B (Kindt, 2007).




1.1 Células del sistema inmunitario

Los linfocitos constituyen el 20-50% de los leucocitos circulantes, sus nucleos son ovoides
o arrifionados y poseen una cromatina densa, tipica de células con una actividad de
biosintesis relativamente escasa, el citoplasma muestra una basofilia pdlida debido al
numero considerable de ribosomas libres que posee; el reticulo endoplasmico rugoso es
minimo, el aparato de Golgi es rudimentario y sélo se reconocen algunos lisosomas, el
contenido de glucégeno es variable y la membrana plasmatica tiene pequefas

proyecciones (Roitt, 2000).

Los linfocitos B se originan y adquieren su capacidad inmunitaria en la médula ésea,
durante este proceso cada célula elabora de 50000 a 100000 moléculas de IgM e IgD vy las
inserta en su membrana plasmatica de tal manera que los sitios de union del epitopo de
los anticuerpos se orientan hacia el espacio extracelular. Cuando reaccionan con el
antigeno se activan y se diferencian hacia células de memoria y células plasmaticas
productoras de anticuerpos, los cuales se vierten a la linfa y sangre teniendo a su cargo la
respuesta inmunitaria humoral. La respuesta inmunitaria comienza con lentitud y no es
muy potente la primera vez, se llama primaria y en ésta se secreta IgM; con exposiciones
subsecuentes al mismo antigeno se produce la respuesta inmunitaria secundaria
caracterizada por el cambio de isotipo de IgM a IgG, esta respuesta es mads rapida e

intensa (Ross, 2005)

Los linfocitos T también derivan de células de la médula dsea, los linfocitos inmaduros

(prelinfocitos) emigran desde la médula ésea al timo, donde se desarrollan a linfocitos T




maduros (dependientes del timo). El proceso de maduraciéon consiste en proliferacion,
recombinaciéon de los genes del RCT para producir una enorme cantidad de
especificidades antigénicas y adquisicion de los marcadores de superficie de las células
como CD3. Aqui los linfocitos T que pueden reaccionar con “autoantigenos” son
eliminadas por apoptosis credndose un estado de autotolerancia (durante el desarrollo
embrionario, si un linfocito encuentra la sustancia a la cual esta disefiado para reaccionar,
la célula se destruye: eliminacion clonal, de manera que esta clona particular muere, o el
linfocito se incapacita: anergia clonal, y no puede montar una respuesta inmunitaria,
aunque esté presente) (Young, 2000). Las células maduras pueblan los tejidos linfoides

periféricos en busqueda de antigenos. Los linfocitos T se dividen en:

» Linfocitos T cooperadoras (linfocitos Th) Estos linfocitos ayudan a otros a llevar a cabo
sus funciones efectoras mediante la secrecidon de diversos mediadores que actuan
localmente conocidos como citocinas, estas funciones abarcan la activacién de los
linfocitos B, la regulacion de la funcién de los linfocitos T citotdxicos y la activacion de
los macroéfagos en la hipersensibilidad retardada. Las células Th se caracterizan por la

presencia del marcador CD4.

» Linfocitos T citotdxicos (células Tc). Estos linfocitos intervienen en la eliminacion de las
células malignas o infectadas por virus. Presentan el marcador CD8, para activarse y
proliferar formando clonas de células efectoras, necesitan de la participacién de los

linfocitos Th. (Young, 2000).




1.2 Respuesta humoral

Los linfocitos B se activan por la unidn del antigeno a su BCR (receptor del linfocito B)
expresados en su superficie. Como célula presentadora de antigeno, el linfocito B
internaliza y procesa el antigeno y luego exhibe parte de este en la superficie junto a
moléculas MHC II. El receptor de célula T (TCR) en un linfocito CD4" cooperador reconoce
tanto al antigeno como a la molécula MHC Il y se activa. El linfocito T CD4" activado libera
las interleucinas IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6, que promueven la mitosis y la diferenciacion de
linfocitos B en plasmocitos y células B de memoria (Fig. 1). La union del epitopo con la Fc
del anticuerpo funciona como mediador para reconocer agentes patdgenos especificos y
sus productos (Roitt, 2000). Si el antigeno es una bacteria, el complejo Ag-lg también
puede activar un sistema de proteinas plasmaticas llamado sistema de complemento y
hacer que los componentes C3b y C4db se fijen a ésta y actien como opsoninas
favoreciendo su fagocitosis por los macréfagos (opsonizacién), pero también se induce la

lisis celular (Ross, 2005).
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Figura 1. Respuesta humoral, procesamiento de un antigeno exégeno y produccion de anticuerpos.




1.3 Respuesta celular

Una célula nucleada, como el macréfago, expresa moléculas MHC |, posterior al
procesamiento de un antigeno intracelular, que interacciona con el RCT adecuado en la
superficie de un linfocito T CD8" citotdxico. Este posee receptores de IL-2, la unién a esta
interleucina estimula a la célula para que se divida y se diferencie, los nuevos linfocitos T
CD8" migran hacia el sitio de infeccidn (Ross, 2005). Al reconocer las proteinas extrafias los

linfocitos secretan perforinas y granzimas que destruyen las células infectadas (Fig. 2).
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Figura 2. Respuesta celular, procesamiento de un antigeno endégeno e induccién de la apoptosis




2. INTRODUCCION

2.1 Organos linfoides

Los drganos linfoides se clasifican en dos categorias: primarios y secundarios.

» Los drganos linfoides primarios (centrales) tienen a su cargo el desarrollo y la
maduracién de linfocitos a células con capacidad inmunitaria, en el hombre son el

higado fetal, la médula ésea prenatal y posnatal, y el timo (Gartner, 2001).

» Los drganos linfoides secundarios (periféricos) se encargan de proveer el ambiente
apropiado para que las células con capacidad inmunitaria pueden reaccionar entre
si, con antigenos y otras células para montar una respuesta inmunitaria contra
antigenos o patdgenos invasores. Los nodos linfaticos, el bazo y los tejidos linfoides
relacionados con la mucosa constituyen los drganos linfoides secundarios (Gartner,

2001).

2.2 Nodos linfaticos

Los linfocitos maduros se distribuyen en todo el organismo, sin embargo, muchos
linfocitos residen en estructuras encapsuladas y muy organizadas denominadas nodos
linfaticos que se situan a lo largo de los vasos mayores regionales del sistema vascular
linfatico. Tienden a disponerse en grupos, sobre todo en las dreas en las que los vasos
linfaticos convergen para formar grandes conductos como sucede en el cuello, las axilas,

las ingles, los hilios pulmonares y las zonas paraadrticas (Young, 2000).




2.2.1 Histologia del nodo linfatico

Desde el punto de vista histolégico un nodo linfatico esta subdividido en tres regiones:
corteza, paracorteza y médula. Todas estas regiones tienen un abastecimiento abundante
de sinusoides, espacios crecidos recubiertos por endotelio a través de los cuales se filtra la

linfa.

2.2.1.1 Corteza

La cdpsula de tejido conectivo denso irregular, con coldgeno, envia trabéculas al
parénquima del nodo linfatico y subdivide la regidn externa de la corteza en
compartimientos incompletos que se extienden hasta la cercania del hilio (sitio por el que
arterias y venas entran y salen del nodo). La capsula esta engrosada en el hilio y a medida
que los vasos penetran en el nodo son rodeados por una vaina de tejido conectivo que se
deriva de la capsula. Suspendida de ésta ultima y de las trabéculas se encuentra una red
tridimensional de tejido conectivo reticular que forma la estructura arquitecténica de Ila

totalidad del nodo linfatico (Young, 2000)

Los vasos linfaticos aferentes con vélvulas que mantienen el flujo en una sola direccion,
perforan la cadpsula en la superficie convexa del ganglio y vacian su linfa en el seno
subcapsular, que se localiza justo por debajo de la capsula.(Fig. 3) En este seno pueden
encontrarse también células de Langerhans de la piel, estas células tienen una membrana
superficial muy plegada, por lo que a veces se les llama células veladas; es probable que
sean precursoras de las células interdigitadas dendriticas de la regién paracortical. El seno

se continuda con los senos corticales (senos paratrabeculares) que son paralelos a las




trabéculas y llevan la linfa a los senos medulares, para al final pasar a los vasos linfaticos
eferentes, estos senos tienen una red de células reticulares estrelladas. Los macréfagos,
unidos a las células reticulares, fagocitan el material particulado extrafo (Ross, 2005).
Ademas las células linfoides pueden entrar o salir de los sinusoides pasando entre su
recubrimiento de células escamosas. El seno subcapsular, los senos trabeculares, otros

senos corticales y los senos medulares se mantienen permeables gracias al fino tejido

reticular que los atraviesan. (Junqueira, 2004).
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Figura 3. Esquema que representa la circulacion linfatica del nodo




2.2.1.2 Foliculos linfoide y centro germinal

El compartimiento intersticial del nodo linfatico contiene tres regiones funcionales
distintas, cada una poblada por diferentes tipos de linfocitos. Los linfocitos de la corteza
superficial se disponen, en su mayoria en foliculos linfoides esféricos que son el lugar
principal donde se localizan y proliferan los linfocitos B. Los foliculos linfoides se clasifican
en foliculos primarios, si no tienen una area palida central y foliculo secundario sila tiene,
indicando el centro germinal. Estos son lugares donde los linfocitos B (aqui llamados
células centrofoliculares) proliferan y su color mas claro se debe a la cromatina nuclear de
sus células, que no esta condensada como en los linfocitos pequefios de los foliculos
primarios y del borde o zona de manto de dichos foliculos. La zona de manto estd
formada por linfocitos B pequefias en reposo y entre ellas se encuentran dispersos
linfocitos Th (reconoce al Ag y estimula a los linfocitos B), células dendriticas foliculares
(principales CPA, pueden retener al Ag por meses y es posible que intervengan en el
mantenimiento de la actividad de las células de memoria) y macrdéfagos con restos de
células muertas por apoptosis (contienen en el citoplasma numerosos cuerpos
apoptoésicos procedentes de los linfocitos B que no sobrevivieron al proceso de

transformacién blastica) (Young, 2000).

Cuando los linfocitos B encuentran un Ag con el que puedan reaccionar, penetran en el
ciclo de transformacion blastica para producir clones de células plasmaticas y de linfocitos
B de memoria. El primer paso es la activacion, que da origen a centroblastos, grandes
células de nucleo redondeado con actividad mitdtica que ocupan la parte mds oscura en la

porcién medular del centro germinal. Estas células se diferencian a centrocitos, que




ocupan la zona media pélida del centro germinal, son células de tamafios variables y con
membranas nucleares irregulares y plegadas por lo que también se les llama células
hendidas. Los centrocitos emigran hacia el extremo capsular mas pdlido del centro
germinal donde entran en nuevos ciclos de divisién para producir inmunoblastos y
linfocitos B de memoria. Los primeros emigran a los cordones medulares donde
completan su diferenciacién a células plasmaticas capaces de secretar Ig, las células de
memoria pueden fijar su residencia en la zona del manto de los foliculos o unirse a la

reserva circulante de linfocitos pequefios (Fine, 2000).

2.2.1.3 Zona paracortical

Los linfocitos T son las células predominantes en la zona paracortical, pero no se organizan
en foliculos. Los linfocitos T circulantes de las subplobaciones Th y Tc penetran en el nodo
linfatico con la sangre arterial y a continuacion emigran a través de las paredes de las
vénulas del endotelio alto (VEA) hasta alcanzar la zona paracortical; regresan a la
circulacién entre 6 y 16 horas después. Cuando se activan, los linfocitos T aumentan de
tamafio para formar inmunoblastos citolégicamente similares a los linfocitos B y después
se dividen por mitosis para formar clones expandidos. Incluso, en respuesta inmunitaria
(RI) dominada por linfocitos T, la zona paracortical puede aumentar mucho de tamafio,
patréon conocido como reaccidn paracortical, después los linfocitos T activados se
diseminan con la circulaciédn hacia las localizaciones periféricas, donde desarrollan la

mayor parte de su actividad (Young, 2000)
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Las vénulas postcapilares de la region paracortical tienen una estructura poco habitual
que facilita el paso de los linfocitos T desde la sangre circulante al ganglio linfatico. Las
VEA estdn revestidas por células endoteliales que expresan moléculas de superficie
llamadas adresinas, las cuales se unen especificamente a los linfocitos y permitiendo la
union de éstos al endotelio, como primer paso de su emigracidon a través del tejido,

fendmeno conocido como emperipolesis.

2.2.1.4 Médula

La médula estd compuesta por cordones medulares ramificados separados por senos
medulares irregulares (Fig. 4). Los cordones contienen linfocitos pequefios (linfocitos Th
de memoria), macréfagos, células plasmaticas y sus precursores (inmunoblastos) que
terminan de madurar. Con la tincién verde de metilo/ pironina las células plasmaticas se
observan con citoplasmas grandes y excéntricos teiiidos de rojo y sus nucleos poco
tefiidos con nucléolos predominantes; la pironina tiene una notable afinidad por el ARN
ribosémico, de ahi la fuerte tincidn del citoplasma, ocupado por numerosos ribosomas

entregados a la sintesis de Ig (Junqueira, 2004).
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Figura 4. A)Esquema que representa la histologia del nodo linfatico. B) Fotomicrografia de un corte de

nodo linfatico teiido con Hematoxilina-Eosina, 18x.

2.2.2 Histofisiologia de nodo linfatico

En los nodos linfaticos se desarrollan cuatro funciones interrelacionadas:

» Filtracion inespecifica de las particulas y microorganismos de la linfa gracias a la
actividad fagocitaria de los macrofagos, para evitar que el material extrafio alcance

la circulacién general.

» Interaccién de los linfocitos circulantes con la linfa que contiene antigenos

» Activacién y proliferacion de los linfocitos B que, en respuesta a una estimulacion
antigénica adecuada, conllevan la formacién de células plasmaticas y la produccién

de anticuerpos.
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» Agregacion, activacidon y proliferacién de linfocitos T para producir linfocitos Th y

Tc activados.

Los linfocitos maduros (virgenes) viajan entre la periferia y los tejidos linfoides
organizados a través de la circulacién sanguinea y linfatica. Penetran en los nodos
linfaticos desde la sangre o a través de los vasos linfaticos aferentes. En el nédulo, entran
en estrecho contacto con las células dendriticas de los foliculos y la regién paracortical.
Los linfocitos que no pueden responder a los antigenos existentes en el nodo pasan a los
nodos siguientes de la cadena a través de los vasos linfaticos eferentes y terminan por
volver a la sangre a través del conducto toracico, para repetir el proceso una y otra vez en
su interminable busqueda de antigenos. Los linfocitos que pueden unirse a un antigeno
existente en el nddulo mediante sus receptores de superficie quedan atrapados en él,
donde se realiza una expansién clonal (Gartner, 2001). Los linfoblastos y las células de
memoria producidas en este proceso son capaces de acudir a los lugares donde existe

inflamacidn del tejido y llevar a cabo alli sus funciones efectoras.
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2.3 Bazo

El bazo es el drgano linfoide mas grande del cuerpo, se localiza en el peritoneo en el
cuadrante superior izquierdo de la cavidad abdominal. Su cédpsula formada por tejido
conectivo denso irregular, fibroelastico, que en ocasiones aloja células de musculo liso,
estd rodeada por una tunica serosa. El epitelio escamoso simple de este ultimo

proporciona una superficie lisa al bazo (Stevens, 2006).

El bazo tiene una superficie convexa y una céncava, en donde estd el hilio. La capsula del
bazo estd engrosada en el hilio y es aqui donde entran las arterias y sus fibras nerviosas
acompafantes, y salen venas y vasos linfaticos. Asimismo posee una cdpsula externa de
fibroelastina fina pero densa, de la que salen trabéculas que se extienden por el
parénquima. Recibe su irrigacion de la arteria esplénica y drena por la vena esplénica. La
arteria perfora la capsula de tejido conectivo y ramifica en arterias trabeculares, la tunica
adventicia de éstos tienen una vaina linfatica periarterial (VLPA) que infiltra sobre todo
linfocitos Th, denomindndose ahora arteria central, ésta a su vez se divide en arterias de
pulpa roja y termina como arteria linfonodular. Las arterias de pulpa roja que penetran en
la pulpa roja e irrigan mediante divisiones: arteriola penicilar, arteriola pericapilar y vasos
capilares terminales, los cuales llevan sangre a los senos esplénicos. El método de
suministro contempla basicamente dos teorias: la teoria de la circulacion cerrada dice que
el recubrimiento endotelial de los capilares arteriales terminales se continta en el
endotelio del seno, mientras que en la teoria de la circulacién abierta se piensa que
concluyen antes de llegar a los sinusoides y que la sangre de estos vasos se filtra a través

de la pulpa roja a los senos. (Fine, 2000).
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El bazo parece estar formado por nédulos blancos separados, la llamada pulpa blanca (que

consiste en agregados linfoides), inmersos en una matriz roja denominada pulpa roja (que

corresponde a tejido vascularizado) (Fig. 5).

Capsula S

Cordones esplénicos

| :
)  Centro (pulpat roja)
Nodulo| germinativo V2SO
esplénico) 7,4 linfatico
(pulpa . -
blanca) margmal
Bazo
Sinusoides §
venosos
(pulpa roja) *
Arteria
y vena

trabeculares

Figura 5. A)Esquema que representa la histologia del bazo B)Fotomicrografia del bazo, tincion H-E 45x.

2.3.1 Histologia del bazo

2.3.1.1 Pulpa roja

La pulpa roja semeja una esponja en la que los espacios dentro de la misma representan
los senos y el material de la esponja entre los espacios indica los cordones esplénicos (Fig.

6). La mayor parte de la pulpa roja esta formada por un tejido laxo sostenido por fibras de
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reticulina y permeado por capilares. El recubrimiento endotelial de los senos esplénicos
es inusual porque sus células son fusiformes y semejan duela de madera, mds aun los
espacios entre células contiguas son abundantes. Los senos estdn rodeados de fibras
reticulares (que se contindan con las de los cordones esplénicos) que envuelven los senos
como fibras delgadas, individuales, de un filamento. Los cordones esplénicos se componen

de una red laxa de fibras reticulares, en cuyos intersticios penetra sangre. Los macréfagos

son abundantes en la cercania a los sinusoides (Gartner, 2001).

Figura 6. Imagen de pulpa roja de bazo de ratén a 100x, tincion H-E

2.3.1.2 Pulpa blanca

La pulpa blanca del bazo estd formada por las dos clases de células linfoides, T y B. Las
funciones de estas areas parecen similares, respectivamente a las de la regién paracortical
y de la corteza superficial de los nodos linfaticos. Contiene un drea de linfocitos T
formando una vaina cilindrica excéntrica tipica alrededor de una arteriola central y en la

gue se encuentran linfocitos de tipo Th principalmente. (Fig. 7)
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Los linfocitos B forman foliculos habitualmente localizados cerca de una arteriola, en
personas jévenes muchos de los foliculos poseen centros germinales similares a los del
nodo. En la periferia de los foliculos existe una estrecha zona de linfocitos pequefios
denominada zona del manto y continua una zona marginal de linfocitos dispuestos de una
forma menos densa y sostenidos por una trama de fibras de reticulina, la zona perilinfoide

de la pulpa roja también contiene linfocitos que emigran hacia la pulpa blanca (Stevens,

2006).

Figura 7. Imagen de pulpa blanca de ratén a 100x, tincion H-E

2.3.2 Histofisiologia del bazo

Conforme la sangre penetra en los senos de la zona marginal, fluye hacia una zona rica en
macrofagos. El material que no se elimina se depura en la pulpa roja en la periferia de los
senos esplénicos. Las células linfoides se forman en la pulpa blanca en respuesta a un reto
antigénico. Los linfocitos B de memoria y las células plasmaticas se forman en los foliculos

linfoides, en tanto que los linfocitos T de diversas subcategorias se producen en la VLPA.
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Los linfocitos recién formados penetran en los senos marginales y migran al sitio de reto
antigénico o se constituyen en parte del fondo comun circulante de linfocitos. Algunas
células plasmaticas pueden permanecer en la zona marginal, elaborar Ig y verterlas a los

senos marginales (Young, 2000).

Los Ag solubles de origen sanguineo se inactivan por las Ig, en tanto que las bacterias son
opsonizadas y eliminadas por macréfagos o neutréfilos. Los CTL formados en la VLPA
destruyen las células transformadas por virus. Los macréfagos destruyen plaquetas
envejecidas y vigilan a los eritrocitos en su migracion de los cordones esplénicos entre las
células endoteliales de los senos. Puesto que los eritrocitos mas viejos pierden su
flexibilidad no pueden penetrar en los espacios entre las células endoteliales y son
fagocitados por macrofagos (hemocateresis), estos también vigilan la superficie de los
eritrocitos porque al envejecer pierden residuos de acido sidlico de su superficie y

exponen moléculas de galactosa que inducen la fagocitosis. (Fine, 2000).

2.4 Adyuvantes

Los adyuvantes son sustancias o preparados quimicos que, incorporados al antigeno o
inyectados simultdneamente con él, hacen mds efectiva la respuesta inmune. El
mecanismo de accion de estas sustancias ha sido objeto de numerosos estudios vy, al
parecer, existen diversos factores que explican su modo de accidén. El antigeno libre
normalmente difunde con mucha rapidez desde los tejidos locales que rodean el sitio de
inoculacién, y una de sus funciones importantes es crear un reservorio o depdsito del

antigeno de larga vida (Regueiro, 2003).
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Las investigaciones realizadas han demostrado que virtualmente todos los adyuvantes
activan o estimulan a los macroéfagos, éstos cuando son activados estimulan la respuesta
inmune por un incremento de la cantidad de antigeno expresado en la membrana celular
y de la eficiencia de su presentacion a los linfocitos. El macrofago también libera
sustancias como TNFa (factor de necrosis tumoral) e IL-1, que promueven la activacién de
los linfocitos. Por otro lado, algunos adyuvantes poseen la capacidad de actuar
especificamente sobre los linfocitos; pero en general, esto funciona mejor si facilitan la
liberacién simultdnea del antigeno y de sustancias inmunomoduladoras hacia el tejido

linfoide (Ross, 2005).

Algunos adyuvantes y sus mecanismos de accion:

Alumina: Son sales insolubles de sulfato aluminico-potasico. Actla mediante varios
mecanismos: A) Precipita el antigeno. B) Al inyectarse va liberando el antigeno
lentamente, con lo que se suministra un estimulo persistente (el Ag dura varios dias en el
lugar donde se inoculd). El Ag precipitado tiene mayor tamafio, por lo que puede ser
fagocitado mas facilmente, y por lo tanto es presentado mas efectivamente. C) Induccidn

de granulomas en los que queda retenido el antigeno (Roitt, 2000).

Adyuvantes de Freund: el adyuvante incompleto de Freund consiste en una solucidn

acuosa con el Ag, junto con un aceite mineral y un agente dispersante (p. ej., el
manoleato). El adyuvante completo de Freund es como el incompleto, pero incorpora una
suspension de Mycobacterium muertos por calor. Ambas versiones liberan lentamente el

Ag, con lo que se logra un estimulo persistente. Las fracciones extraidas del
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Mycobacrerium se componen de glucolipidos y peptidoglucolipidos que dan lugar a la
actividad adyuvante, este adyuvante aumenta de manera importante la produccién de
anticuerpos, sin embargo cabe hacer notar que la inoculacién repetida puede inducir
artritis y se estudia su relacion con la produccion de tumores (Bach, 1994). Los resultados
de diferentes investigaciones sugieren que la capacidad inmunoestimulante de algunos
adyuvantes se lleva a cabo a través de los TLR (Toll like receptor). Tal es el caso del
adyuvante completo de Freund, un potente adyuvante que contiene una mezcla de
componentes micobacterianos capaces de interaccionar con TLR 4, ademas de que este

adyuvante que es reconocido por TLR9. (Bautista, 2005).

En algunas ocasiones las respuestas mediadas por células no consiguen erradicar un
organismo infeccioso o las sustancias antigénicas no pueden ser eliminadas por ser
resistentes a la degradacion. En esos casos los linfocitos T se siguen acumulado vy
liberando citocinas, dando lugar a la formacién de granulomas (Roitt, 2000). El adyuvante
completo induce mejor los granulomas, que son una infiltracién celular, con una masa
densa y rica en macréfagos, con lo que se mejora el procesamiento y presentaciéon del Ag
(Morris, 1999). El andlisis de las células T de los focos granulomatosos indica que el centro
de la lesién contiene células CD4", mientras que en la periferia se encuentran mas CD8", lo
que sugiere que las primeras tienen una importancia decisiva en la induccion de la

acumulacién y activacion de otros linfocitos y macréfagos (Roitt, 2000).

Polirribonucledtidos sintéticos vy lipopolisacarido bacteriano (LPS): estimulan la

proliferacidn inespecifica de linfocitos.
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Recientemente se estan ensayando los liposomas: el antigeno se encierra en liposomas o

se une a la bicapa lipidica de este tipo de vesiculas membranosas (Morris, 1999).

El criterio mas importante, sin lugar a dudas, para la seleccidon de un adyuvante destinado
a las vacunas humanas es la bioseguridad y, en la practica, los compuestos de aluminio
son los Unicos adyuvantes licenciados para uso humano. Las nuevas vacunas
recombinantes y sintéticas poseen una baja inmunogenicidad en comparacién con las
vacunas tradicionales, consistentes en los microorganismos intactos, atenuados o
inactivados por el calor; de ahi el interés por la busqueda de diferentes inmunoadyuvantes

para incrementar la efectividad de estas nuevas vacunas para uso humano. (Morris, 1999)

2.5 Factor de transferencia (FT) o extracto dializable de leucocitos (DLE)

En 1954, H. S. Lawrence de Nueva York, describié el uso de extractos solubles de
leucocitos humanos para la transferencia especifica de hipersensibilidad cutdnea a la
tuberculina (Estrada, 1999). Estos extractos solubles, contienen moléculas activas de bajo
peso molecular que han demostrado ser tan eficaz como los leucocitos completos en la
transferencia de la sensibilidad cutdnea tardia. El factor de transferencia no es una
inmunoglobulina y varios estudios han demostrado que no es en si mismo inmunogénico y
que no induce la formacién de anticuerpos especificos, incluso cuando se administra en
cantidades muy grandes. La capacidad de transferencia es resistente a la inactivacién

enzimatica por la DNasa, RNasa y tripsina (Good, 1971).

Las preparaciones del DLE muestran especificidad, la cual estd dada por los antigenos

utilizados para inmunizar al donador. Borkowsky (1981) demostré que los Factores de
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Transferencia contenidos dentro de los DLE, podian unirse especificamente al antigeno
gue los originaba, pero no se unian a anticuerpos dirigidos contra el antigeno en cuestién.
En 1985, Kirkpatrick empleé DLE obtenido de ratones sensibilizados con ferritina,
posteriormente incubd los dializados en superficies plasticas cubiertas con el antigeno
(ferritina) observando que, al recuperar el sobrenadante, éste perdia su capacidad de
transferencia de DTH. Esta actividad podia ser recuperada eliminando el sobrenadante
anterior y adicionando urea 8 M o acetonitrilo a las placas, aun se emplea este método
para la purificaciéon de FT, aunque su rendimiento es muy bajo. Cabe sefialar que el éxito
en la transferencia de DTH especifica de antigeno, depende en gran medida de la
intensidad de las respuestas de DTH que presente el donador y de la dosis del DLE

empleada para transferir al receptor (Estrada, 2007).

2.5.1 Componentes del DLE

En 1975 Kirkpatrick utilizando columnas de filtracion en gel, se obtuvieron cuatro
fracciones, dos de las cuales contenian ascorbato, serotonina y un elemento no
identificado con actividad colinérgica. De manera general se ha dividido a los

componentes de los DLE’s en dos fracciones principales:

e La fraccién especifica o antigeno dependiente, las cuales son moléculas de
naturaleza peptidica con un PM de 3500 a 6000 Daltones. Aqui se hallan los FT, los

cuales son péptidos pequefios con capacidad para transferir DTH. (Gottlied, 1991)

e La fraccién antigeno inespecifica o antigeno independiente, que contiene

moléculas por debajo de 3500 y por arriba de 6000 Daltones, en la cual
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encontramos sustancias como prostaglandinas, nicotinamida, acido ascérbico,
histamina, hipoxantina, serotonina, factores de diferenciacién de linfocitos
(timosina) quimioatrayentes para monocitos y factores inmovilizadores de
neutrofilo. La fraccién por debajo de los 3500 Da fue definida por Gottlied como
IMREG, ésta es inmunomoduladora en diversos ensayos in vitro y dentro de ella se
identific6 una molécula inmunosupresora de 1000 Da denominada LSF

(lymphocytic supresor factor) (Gottlied, 1991).

Kirkpatrick llegd a la conclusidn que los factores de transferencia son moléculas pequefias
(de aproximadamente 5000 Da) hidrofilicas y altamente polares, producidas en pequefias
cantidades por células linfoides y establecid que 1 unidad de FT es el producto de la

dialisis de 5 X 10 % leucocitos (Kirkpatrick, 1995).

2.5.2 Mecanismo de accién del DLE

Entre las diversas hipdtesis que se han planteado en cuanto al mecanismo de accién de los

DLE’s se puede sefalar:

e Lawrence (1973) propuso que el FT podria desbloquear o deprimir poblaciones de

linfocitos T, responsables de la inmunidad celular y por tanto modular la misma.

e Alvarez y Kirkpatrick (1995) propusieron que la polarizacién hacia la respuesta tipo

TH1 se debe a la inhibicién o supresidon de las respuestas de tipo TH2.

Ninguna de ellas ha sido aceptada plenamente, pues falta investigar mas para poder

explicar cada uno de los efectos encontrados.
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2.5.3 Fuentes de obtencion del DLE

El DLE se consigue a partir de leucocitos de sangre periférica que son lisados por choque

térmico y sonicacion, sometidos a didlisis con membrana de poro menor a 10 KDa. Se les

llama polivalentes ya que son capaces de transferir tantas respuestas celulares como

respuestas positivas hay presentes en el donador (Aldana, 2004).

2.5.4 Aplicaciones del DLE

Sindrome de inmunodeficiencia severa combinada, entre otros) (Arala, 1974).

Enfermedades infecciosas producidas por hongos ( Candidiasis (Ross, 1970)
Histoplasmosis, Coccidioidomicosis (Liburd, 1972) ), por virus (Citomegalovirus,
(Rytel, 1975), Herpes zoster, Sarampién, varicela, hepatitis), bacterias

(tuberculosis, lepra, brucelosis, etc.) o por parasitos (Maddison, 1976)

Enfermedades autoinmunes (Ballow, 1975).

Céancer (Pineda, 2005)(Melanoma, cdncer de estémago, prostata, pulmédn, colon,

mama, nasofaringeo)

Hipersensibilidad (Tipo IV: DTH) (Kirkpatrick, 1978)
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2.5.5 Uso del FT como promotor de proliferacidn linfocitica

Julio Sotelo y colaboradores (2004) desarrollaron un modelo experimental en ratas con
glioma C6. Entre sus hallazgos se observd una reduccion significativa del tumor cuando se
administraba FT intratumoralmente, lo cual inducia apoptosis. Ademads, estos animales
mostraron incremento en la poblacién de linfocitos T CD4", T CD8" y células NK, asimismo
se vio incrementada la produccién de IL-2, IL-6 y TNF-a, descubrimientos importantes
cuando anteriormente se habia observado una disminucién de IL-2 en pacientes con

gliomas.
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JUSTIFICACION

En este trabajo se dard continuacién a la investigacién sobre el efecto adyuvante del FTy
se buscara describir los cambios en la histologia que pueden sufrir érganos linfoides como
bazo y nodo linfatico, a través de la administracién de diversas dosis de factor de
transferencia, el cual en teoria induce proliferacion celular (Sotelo, 2004), (sobre todo de
linfocitos Th los cuales participan en la activacion de linfocitos B) estudio que apoya la
busqueda de un método terapéutico que pueda usarse de manera segura en algun
padecimiento; asi como contribuir en la investigacion de un adyuvante para el uso de

vacunas que proporcione una buena respuesta y baja toxicidad al paciente.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar si existe un incremento en la densidad celular en los
6rganos linfoides bazo y nodos linfaticos, a través de un estudio histolédgico y estadistico
de andlisis de varianza en un disefio experimental con un factor (ANOVA), para determinar
si diversas dosis de factor de transferencia funcionan como un adyuvante en la respuesta

inmune al promover la proliferacion celular.

Objetivos particulares:

e Conocer la histologia del bazo y nodos linfaticos de raton a través del estudio
microscopico de estos, para diferenciar las células de interés

e En bazo, determinar la densidad total celular en la pulpa blanca y en la pulpa roja

e En nodo linfatico calcular la densidad celular

e Analizar los datos obtenidos por medio de un programa estadistico, para
determinar si diversas dosis de factor de transferencia se relacionan o no con la

proliferacidn celular en bazo y nodos linfaticos de ratén.
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HIPOTESIS

Hipotesis: Diversas dosis de factor de transferencia administradas a ratones (hembras
BALB/c de 6 a 8 semanas de edad) actuard como modulador de la respuesta inmune al
inducir la proliferacién celular (linfocitos), observandose cambios en la histologia de bazo

y nodos linfaticos, comprobandose con un estudio estadistico ANOVA.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé factor de transferencia Transferon producido en la ENCB, el cual tiene una
concentracion de 1 mg/ mL de contenido proteico (1 unidad)

Se uso una solucién de adyuvante completo de Freund (1mg /mL) inoculando 100uL (control +)

I

Se utilizaron lotes de seis ratones (hembras BALB/C de 6 a 8 semanas)

|

Inoculacién via subcuténea los dias 0y 7, siguiendo el esquema (el experimento de hizo por
duplicado) Control positivo ACF + 10 pg de OVA o BSA y control negativo solucidn inyectable:

Diferentes cantidades de FT (100, 10, 1, 0.1 Diferentes cantidades de FT (100, 10, 1, 0.1
y 0.01 pug/mL) mezclados con 10 pg de y 0.01 pg/mL) mezclados con 10 pg de BSA
OVA en un volumen final de 100 pL en un volumen final de 100 pL

Cada 6rgano se sumergio inmediatamente en solucién de formol y posteriormente se deshidrato
en soluciones alcohdlicas creciente. Después se sumergio en xileno para el proceso de
aclaramiento y se introdujo en parafina liquida para terminar la inclusion.

A cada 6rgano se le realizaron 3 cortes con el micrétomo a 4 um de espesor y se monto en
laminillas de vidrio para tefirlas con Hemotoxilina-Eosina.

Cada corte se observo en 100X, 40X 10X, en 4 campos no confluentes y se procedié a la cuenta
de células
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Parametros a evaluar

En bazo:
» Numero de células (principalmente Linfocitos Ty B) en pulpa blanca
» Numero de células (principalmente Linfocitos Ty B) en pulpa blanca

En nodo linfatico:

»  Numero de células (principalmente Linfocitos Ty B)

El conteo se realiza en 4 campos a 100x no confluentes y se multiplica por el factor
correspondiente para determinar cuantas células existen por mm?>. Con este célculo de

densidad se continta con el estudio ANOVA.
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Analisis estadistico

Andlisis de varianza para un disefio experimental con un factor (ANOVA) (Duran, 2008).

Hipdtesis nula (Ho): No existen diferencias significativas entre las medias de la densidad

celular en los diversos tratamientos con diferentes dosis de factor de transferencia, es

decir, los tratamientos experimentales tienen el mismo efecto. No funciona como

adyuvante.

Hipodtesis alternativa (Ha): Al menos un par de medias de la densidad celular son

diferentes. Funciona como adyuvante.

Para probar el juego de hipdtesis se procede a llenar la tabla de resultados para ANOVA:

Fuentes de Sumas de Grados de libertad | Cuadrados medios Fo

variacion (FV) cuadrados (SC) (GL) (CM)

Tratamientos a-1 (SCtrat)/ (a-1) (CM trat)/(CMerror)
(dosis) 5 5

(Yi* /ni) - (Y../n)
Error SCtotal - SCerror n-a (SCerror)/ (n-a)
Total
Donde:

n = numero total de observaciones
a= tratamientos o dosis a comparar
Yi = suma de observaciones por dosis
ni = numero de observaciones por

tratamiento o dosis

Y...=suma de todas los observaciones
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A continuacion se establece el valor critico y el area de rechazo de la Ho, (determinar en
tablas el valor critico o con base el nivel de significancia F). Después la regla de decision

es que se deberd rechazar la hipétesis nula si Fo> F.

Prueba de Fischer o de la diferencia minima significativa (LSD) (Duran, 2008).
Si en ANOVA, Ho es rechazada se procede a determinar cual o cuales pares de medias son
las que difieren significativamente, se debe aplicar una comparacién multiple de medias,

como la Diferencia minima significativa (LSD):

LSD=t*“? ., vy CM error (1/ni + 1/ni)
Donde:
t 2 n-« = Valor que se obtiene de tabla de valores criticos de t, con nivel de significancia a
y con los grados de libertad del error.

CM error = Cuadrados medios del error

ni = nimero de repeticiones u observaciones por tratamiento.

Si la diferencia entre medias resulta mayor que LSD, entonces es estadisticamente

significativa.
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RESULTADOS

El tratamiento de FT + Ovoalbimina en bazo mostré el siguiente comportamiento:

Resultados de la densidad celular en BAZO

Células en bazo. Tratamiento FT + Ovoalbimina
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B Células en pulpa roja B Células en pulpa blanca m Células totales

Grafica 1. Histograma gue representa la densidad celular en bazo con el tratamiento de FT+ Ovoalbimina.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en los tres grupos de

células analizados con respecto a los controles. Dicho efecto se mantiene hasta la dosis de
0.01 ug/mL.

Estudios estadisticos para la densidad celular la pulpa roja del bazo.

SC GL CM Fo Fa
Tratamiento | 12013.5729 7| 1716.2247 | 34.92846543 2.657
Error 786.166667 16 | 49.1354167
Total 12799.7396 23
Tabla 1. ANOVA para determinar si diferentes dosis de FT influyen en la densidad celular en pulpa roja (P
<0.05).

Para ejemplificar, el despeje de tsp=t**,,, CMerror (1/ni + 1/n’)= 2.12,49.135 (1/6 + 1/6) = 8.579

(P<0.025), ayuda a determinar que existen diferencias estadisticamente significativas

33




entre las distintas dosis de FT + OVA respecto a los controles, pero dicho efecto sélo

permanece hasta la dosis de 0.01 microgramos/mL.

Estudios estadisticos para la densidad celular en la pulpa blanca del bazo.

SC GL CM Fo Fa
Tratamiento | 18396.7057 7 | 2628.10082 | 17.10521728 2.657
Error 2458.29167 16 | 153.643229
Total 20854.9974 23

Tabla 2. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ OVA interfiere en la densidad celular en
pulpa blanca (P <0.05).

LSD=t*? ., y CM error (1/ni + 1/n’)
LSD =21.4559103 (P<0.025), muestra diferencias estadisticamente significativas hasta la
dosis 0.01 microgramos/mL. Es decir, si existe un aumento en la cantidad de células en

pulpa blanca.

Estudios estadistico para la densidad celular total en bazo.

SC GL ™M Fo Fa
Tratamiento | 13468.3125 7 | 1924.04464 | 260.8874092 2.657
Error 118 16 7.375
Total 13586.3125 23

Tabla 3. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ OVA interfiere en la densidad celular
totales en bazo.

LSD=t*? ., y CM error { 1/ni + 1/n’i)
LSD=4.70079426 (P<0.025) muestra diferencias estadisticamente significativas entre lotes

con FTy controles, también se indica un aumento en la densidad neta de células en bazo
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Resultados de la densidad celular en NODO LINFATICO.

Células en nodo linfatico. Tratamiento FT + Ovoalbimina

uuuuu

HALL

10.000 ~
9.000 -
8.000 -
7.000 A
6.000 -
5.000 -
4.000 -
3.000 -
2.000 -
1.000 A
0.000 T T T T T T T f

FCA(C+) SSF(C-) FT10 FT1.0 FTO.1 Ft0.01 FT0.001 FTsolo

uuuuu

8.576 8.542

7.292

Densidad celular (1x10 ¢ células/mm 3)

Tratamiento (pg/mL)

m Células en nodo linfatico

Gradfica 2. Histograma que representa la densidad celular en nodo linfatico con el tratamiento de FT +

Ovoalbumina.

Estudios estadisticos la densidad celular en nodo linfatico.

SC GL ™M Fo Fa
Tratamiento | 6173.95833 7| 881.994048 | 3.35624816 2.657
Error 4204.66667 16 | 262.791667
Total 10378.625 23

Tabla 4. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ OVA interfiere en la densidad celular en
ganglio linfatico. (P <0.05).

LSD=t *? ., yCM error (1/ni + 1/n’i)
LSD=28.0605401 (P<0.025), indico que existen diferencias estadisticamente significativas
entre los lotes tratados con FT + OVA respecto al control negativo, pero resultan similares

a los resultados del lote tratado con FCA.
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El tratamiento de FT + BSA mostré los siguientes comportamientos:

Resultados de la densidad celular en BAZO

Células en bazo. Tratamiento FT + BSA
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Grafica 3. Histograma que representa la densidad celular en bazo con el tratamiento de FT + BSA.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en los tres grupos de
células analizados con respecto a los controles. Dicho efecto se mantiene hasta la dosis de

SSF(C-)

W Células en pulpa roja

FT10

FT1
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Tratamiento (pg/mL

0.01 nug/mL
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Estudios estadisticos para la densidad celular la pulpa roja del bazo.

FT 0.01

FTsolo

m Células totales

SC GL ™M Fo Fa
Tratamiento | 40624.2857 6| 6770.71429 | 129.141689 2.848
Error 734 14 | 52.4285714
Total 41358.2857 20

Tabla 5. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ BSA interfiere en la densidad celular en

pulpa roja. (P <0.05).

LSD=t*? ., y CM error { 1/ni + 1/n’i)
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LSD= 12.6801731 (P<0.025) indica diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos de FT+ BSA y controles, el efecto de aumento en la cantidad de células en
pulpa roja se mantiene hasta la dosis de 0.01 microgamos /mL de FT. También es posible

determinar que existe diferencia entre el FT solo y los controles.

Estudios estadisticos para la densidad celular en la pulpa blanca del bazo.

SC GL cM Fo Fa
Tratamiento | 48737.1429 6| 8122.85714 | 85.6325301 2.848
Error 1328 14 | 94.8571429
Total 50065.1429 20

Tabla 6. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ BSA interfiere en la densidad celular en
pulpa blanca. (P <0.05).

LSD=t *? ., y CM error { 1/ni + 1/n’i)
LSD=17.0575513(P<0.025), existen diferencias estadisticamente significativas entre los

lotes con FT y el control negativo, es decir si hubo proliferacidn celular.

Estudios estadistico para la densidad celular total en bazo.

SC GL cM Fo Fa
Tratamiento | 37540.0714 6| 6256.67857 | 138.487747 2.848
Error 632.5 14 | 45.1785714
Total 38172.5714 20
Tabla 7. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ BSA interfiere en la densidad celular neta
en bazo.

LSD=t*? .y CMerror (1/ni + 1/n’i)

LSD=11.7719366 (P<0.025), también se puede hablar de un incremento en la densidad
celular.
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Resultados de la densidad celular en NODO LINFATICO.

Células en nodo linfatico. Tratamiento FT+ BSA
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Gréfica 4. Histograma que representa la densidad celular en nodo linfatico con el tratamiento de FT + BSA.

Estudios estadisticos la densidad celular en nodo linfatico.

SC GL CM Fo Fa
Tratamiento | 27649.9048 6| 4608.31746 | 18.5854939 2.848
Error 3471.33333 14 | 247.952381
Total 31121.2381 20

Tabla 8. ANOVA de un factor para determinar si la dosis de FT+ BSA interfiere en la densidad
celular en nodo linfatico (P <0.05).

LSD=t*? ., y CM error { 1/ni + 1/n’i)
LSD= 27.5781931 (P<0.025), en este caso si existe diferencia estadisticamente significativa
entre los lotes tratados con FT + OVA y los controles, siendo mayor la densidad celular en

el primero, lo que indica proliferacién.
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Posteriormente se realizd un estudio ANOVA bifactorial, para determinar si la densidad

celular depende de la variable érgano, dosis o0 ambas.

Tratamiento con Ovoalbumina:

Densidad celular (1x10 ¢ células/mm 3)

Comparacion del efectode FT + OVA en tre bazo y nodo linfatico
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Grafica 5. Histograma que representa la comparacidn del efecto de las dosis de FT+ OVA en los diferentes

drganos estudiados

Estudio estadistico ANOVA bifactorial para el tratamiento con OVA

Tabla
ANOVA

SC GL cM Fo Fa
Factor A 1155.42188 1|1155.42188 | 8.55340068 4.17%*
Factor B 11450.0729 7| 1635.7247|12.1090046 2.33**
Interaccién
AB 8192.19792 7(1170.31399 | 8.66364458 2.33%**
Error 4322.66667 32|135.083333
Total 25120.3594 47 |534.475731

TABLA 9.

ANOVA Bifactorial (6rgano y dosis) para el tratamiento FT + OVA * Rechazo de Ho, la cantidad
de células depende del drgano. ** Rechazo de Ho, la cantidad de células depende de la
concentracién de Ft. *** Rechazo de Ho, existe interacciéon entre drgano y concentracion (Si
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después del ANOVA se rechaza la Ho de la interaccién, lo cual significa que existe una interaccion
significativa entre los factores, Unicamente se aplicara la prueba para comparar las medias de las
combinaciones o celdas, ain cuando también se hayan rechazado las hipdtesis nulas de los
factores Ay B)

LSD=t *? ., y CM error { 1/ni + 1/n’)
LSD = 19.3296933, no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los

diferentes tratamientos.

Tratamiento con albumina sérica bovina:

Comparacion del efectode FT + BSA entre bazo y nodo linfatico
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Grafica 6. Histograma que representa la comparacién del efecto de las dosis de FT+ BSA en los diferentes

drganos estudiados
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Estudio estadistico ANOVA bifactorial para el tratamiento con BSA

Tabla ANOVA

SC GL c™m Fo Fa
Factor A 39009.5238 1| 39009.5238 | 266.157657 4.2%
Factor B 54406.4167 6| 9067.73611 | 61.8681585 2.45%*
Interaccion
AB 10783.5595 6| 1797.25992 | 12.2625052 2.45%**
Error 4103.83333 28 | 146.565476
Total 108303.333 41| 2641.54472

TABLA 10. ANOVA Bifactorial (6rgano y dosis) para el tratamiento FT + BSA. * Rechazo de Ho, la
cantidad de células depende del drgano. ** Rechazo de Ho, la cantidad de células depende de la
concentracion de Ft + BSA. *** Rechazo de Ho, existe interaccidén entre 6rgano y concentracién Si
después del ANOVA se rechaza la Ho de la interaccidn, lo cual significa que existe una interaccion
significativa entre los factores, Unicamente se aplicara la prueba para comparar las medias de las
combinaciones o celdas, alin cuando también se hayan rechazado las hipdtesis nulas de los
primeros dos factores.

LSD=t*? ., y CM error (1/ni + 1/n’)

LSD= 20.2481327, no mostré diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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DISCUSION

La evaluacién del factor de transferencia para determinar si actia como adyuvante, se
realizé en dos tipos de dérgano que son fundamentales en el sistema inmune. Las
caracteristicas histoldgicas del bazo pueden ayudarnos a entender los procesos de
inmunidad y en general de la salud de un individuo (Corbin, 2008). Mientras que el nodo
linfatico es el sitio que juega un papel primordial en el sistema inmune al filtrar la linfa y
estar repleto de linfocitos; por otro lado, la exploraciéon de 4 campos a 40x y 100x, permite

obtener resultados estadisticamente reproducibles. (Corbin, 2008).

Como sabemos los adyuvantes son sustancias que incrementan, estimulan, activan o
potencian la respuesta inmune, su modo de accién puede ser inespecifico, lo que genera
un incremento en la respuesta inmune a una gran variedad de antigenos, o especifica a
ciertos antigenos (Bach, 1994). En este experimento se uso como control positivo en

adyuvante completo de Freund (FCA).

La accion del FCA que esta ligada a la presencia de micobacterias, la cual se agrega a los
efectos del Adyuvante Incompleto de Freund como son: retardo de la destrucciéon del
antigeno e incremento de su dispersién; el FCA provoca una proliferacién linfocitaria que
demuestra la hiperplasia de los érganos linfoides. Ademas, la canalizacién de los linfocitos
regionales revelan que el granuloma es el asiento de un intenso transito de linfocitos. Los
efectos caracteristicos del FCA sobre la inmunidad celular y la produccién de anticuerpos
contra antigenos timodependientes, llevan a pensar que el FCA estimula mas

especificamente la proliferaciéon de linfocitos T. Las investigaciones recientes indicaron
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gue el FCA también podria estimular el desarrollo de ciertos tumores. Por ultimo se ha
comunicado que el FCA estimula los macréfagos que los fagocitan, asi como propiciar la

sintesis de interferén por los macréfagos (Bach, 1994).

En este experimento se utilizaron dos moléculas como antigenos: BSA (albimina sérica
bovina) y OVA (ovoalbumina), ambas solubles, estables e inmunogénicas (Nieuwenhuis,

1976, Krieger,1983).

El estudio ANOVA arrojo como resultado que existen diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos. Al hacer un andlisis de LSD se pudo determinar entre que
pares de tratamientos se encontraba dicha diferencia. Para el caso del estudio del Factor
de Transferencia inyectando con OVA, se pudo concluir que en el bazo si existe un efecto
de proliferacién celular. Al analizar el nimero de células totales el FT produjo un
incremento en el rango de 7.904-9.375 x 10° / mm?, que es directamente proporcional a la
dosis de FT, valores por encima del control positivo que provocé un aumento de 7.057 x
10° / mm3. Ademds se observé gue el efecto persiste significativamente en las dosis 10,
1.0, 0.01 y 0.001 pg/ml de FT, perdiendo relevancia en la dosis 0.001 pg/ml. Por otro lado
el FT administrado sin OVA no obtuvo un incremento celular significativo, ya que su
cantidad 6.484 x 10° / mm? no tiene diferencia significativa con el control negativo en el

estudio LSD.

Durante la cuantificacion de células al microscopio fue posible diferenciar por morfologia y
el tipo de tincién dos tipos de tejido en el bazo: pulpa blanca y pulpa roja. De esta manera

se hizo también un estudio estadistico que indicd patrones similares a los de células
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totales, con la notoriedad de que se encontré un aumento en la cantidad de células en la

pulpa blanca.

Por su parte el estudio de Factor de Transferencia y BSA en bazo indica también un
aumento en la poblacién celular directamente proporcional a la dosis y el efecto se
mantiene hasta la dosis de 0.01 ug/ml de FT, como ocurrié en el tratamiento anterior. Sin
embargo para este caso si existe un aumento en la densidad celular cuando se administro
FT solo. Asimismo se observo un aumento en la poblacidn celular en la pulpa blanca,

respecto a pulpa roja.

Hasta aqui se puede decir que la cantidad de células en bazo depende de la dosis de FT,
siendo directamente proporcional y manteniéndose hasta 0.01ug/ml. El FT actla
sinergicamente con ambos inmundgenos para inducir proliferacién celular y al parecer
dicho efecto se presenta cuando se administra sélo FT. Comparando el efecto de los
diferentes inmundgenos, podemos decir que la proliferacién celular es independiente al
inmundgeno aplicado, ya que no hubo diferencias estadisticamente significativas con el
estudio LSD, lo que es algo positivo para usarlo como adyuvante administrando diversos

antigenos, esperando que se mantenga este comportamiento.

En el caso de nodo linfatico, el tratamiento de Factor de transferencia mas OVA produjo
un aumento en la cantidad de células totales siendo significativamente diferente al control
negativo hasta la dosis 0.01 ug/ml, como en los casos anteriores, sin embargo sélo obtuvo
mayor cantidad de células que el control positivo a dosis de 10 ug/ml de FT. Ademds en

este caso el FT sin OVA si tuvo efecto significativo en la proliferacién celular. Es
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importante hacer notar que el FT administrado no es especifico para OVA, asi que la

respuesta del FT es independiente a la respuesta del Ag si se analizan por separado.

El tratamiento de Factor de transferencia mas BSA indujo un aumento en la cantidad de
células totales siendo significativamente diferente al control negativo hasta la dosis
0.01 pg/ml, como en los casos anteriores; siendo dicha cantidad mayor que en el control
positivo. Asimismo se puede decir que el FT solo, posee un efecto significativo pero no

tanto como cuando se administra con el antigeno, en este caso BSA.

Se puede agregar que el FT tiene efecto positivo como potenciador del aumento celular

administrado con un Ag, en ambos érganos y al parecer mejores que el propio ACF.

Los datos sefialados corresponden con los hallazgos de Huard y colaboradores en su
trabajo para analizar los efectos del FT en el modelo murino, donde indican que el FT
induce respuesta del bazo a la activacidn policlonal. A dosis desde 5 mg de concentracidn
de ribosa de FT hallaron aumento de nédulos linfoides con centros germinativos no
visibles, a 10 mg se comienzan a ver zonas marginales y a 25 mg centros germinales
prominentes. Concluyendo que las observaciones en morfologia y cambios funcionales en
el tejido esplénico sugieren que el FT puede manifestar capacidad inmunoreguladora

ademas de la habilidad para transferir DTH (Huard, 1978).

Huard indica que el FT puede afectar la respuesta de células B en humanos, se encontré
que las respuestas de mitdégenos de linfocitos B pueden ser alteradas en cultivos de

esplenocitos tratados con FT. Estos hallazgos pudieran reflejar la capacidad adyuvante
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atribuida al DLL o FT (Huard, 1980). Mientras que Togawa también indica que el FT induce

la proliferacion de células mononucleares (Togawa, 1979).

Ruiz Cazares menciona en su tesis que el aumento en la proliferacién de esplenocitos y lo
reportado en cuanto a la induccién de respuesta celular de tipo TH1, puede sugerir que el
FT coadyuva en la activacidén celular y muy posiblemente se oriente por la diferenciacion
hacia TH1 y produccién de citocinas proinflamatorias. La baja o casi nula produccion de Ig,
la constante cantidad de células CD19 y el aumento de CD4" puede predecir el papel del

FT en el aumento de respuesta celular (Ruiz, 2008).

Julio Sotelo y colaboradores desarrollaron un modelo en rata con glioma C6 y encontraron
una reduccion significativa del tumor cuando se administraba sélo FT intratumoralmente,
quizads induciendo apoptosis. Pero ademas se encontrd que los animales tratados con FT
mostraban un incremento en la cantidad de linfocitos T CD4*, T CD8" y células NK, no
encontrando diferencia entre las diferentes vias de administracién (Sotelo, 2004).
Asimismo ocurrio un incremento en la produccion de IL-2, IL-6 y TNF-a, un descubrimiento
relevante considerando que se ha reportado un decremento de IL-2 en pacientes con

gliomas.

Este dato puede ser util para tratar de explicar el aumento de celularidad en bazo y nodo
linfatico, si tomamos en cuenta que la mayor cantidad de células en estos érganos
corresponden a linfocitos, como sabemos la IL-2 induce la proliferacion y diferenciacién de

los linfocitos T CD4", de los linfocitos CD8”, los linfocitos B y las células NK (Ross, 2005).
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La interleucina-2 (IL-2) es una glicoproteina de 15,5 kD producida por los linfocitos T
cuando son activados por mitégenos o antigenos y se caracteriza por determinar,
fundamentalmente, la expansidn clonal de estas células. Este factor de crecimiento inicia
la progresiéon del ciclo celular desde Go hasta S en las células que poseen receptores
especificos de alta afinidad (IL-2R): linfocitos T, linfocitos B, células asesinas naturales
(NK), timocitos y monocitos; pero aunque la IL-2 interactua con su receptor, solamente los
linfocitos T son las que reciben la sefial que activa a los genes que codifican a esta citocina

para inducir su sintesis (Kaplan, 1988).

Cuando los linfocitos T son estimulados por antigenos presentados al TCR por las CPA,
ellos responden con la estimulacion autocrina y con la liberacién de otras citocinas
ademas de la IL-2, como son IL-4, IL-5 y IL-6, las cuales actian a su vez sobre otros
linfocitos T, de modo que la expansion clonal de éstas depende de la IL-2 y sus receptores.
Cuando la sintesis de este factor es inducida por lectinas y ésteres de forbol, aumenta el
calcio ionizado intracelular y se activa la proteincinasa C, con lo que se inicia el proceso de

48 para determinar la IL-2 se han utilizado métodos

produccién de esta linfocina
inmunoenzimaticos y el bioensayo con diferentes células indicadoras: CTLL-2, HT-2, MT-1,

FDC-2, blastos-T, que proliferan en presencia de este factor y se mantienen en reposo o

perecen cuando esta ausente (June, 1989).

Como es posible observar en las graficas, existe un ligero incremento en la cantidad de
células en pulpa blanca, por lo que podemos proponer una activacion celular, es decir los
linfocitos presentes en pulpa roja estan recibiendo un estimulo. Se puede pensar que la

respuesta se dirige hacia la produccion de células plasmadticas y por ende a la de
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anticuerpos, sin embargo Cazares indica que no existe dicho incremento en Ig, y ademas
propone que la respuesta del FT mas bien se inclina por TH1. Se propone realizar estudios
como citometria de flujo para determinar las poblaciones de linfocitos que se activan e

indicar hacia qué tipo de respuesta se dirige.
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CONCLUSIONES

» Los resultados obtenidos indican que el FT pudiera inducir proliferacion celular, en

bazo y nodo linfatico.

» El efecto de proliferacién se mantendria desde la dosis 10 pg /ml hasta 0.01 pg /ml

del FT.

» Al parecer los lotes tratados con FT provocaron una mayor densidad celular que los

tratados con FCA.

» Se recomienda realizar citometria de flujo para determinar las subpoblaciones de
linfocitos incrementados y sefalar concretamente hacia qué tipo de respuesta se

dirige.

» Se puede sugerir que el FT actia como adyuvante en la proliferacién celular en

bazo y nodo linfatico.
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