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Resumen

El FT es un extracto dializado de leucocitos descubierto por el Doctor Henry Sherwood
Lawrence en 1949. En la actualidad por su modo de accién y tamafio molecular es posible
distinguir dos actividades del FT: Una Ilamada no especifica que incrementa las actividades del
sistema inmunolégico como un inmunomodulador y otra llamada especifica que como su nombre
lo indica solo aumentan la respuesta contra un antigeno determinado. Esta Gltima fue reportado
por primera vez en 1983 por H. S. Lawrence. Después se reportd que tiene la capacidad de unirse
al antigeno que les dio origen y recientemente ha sido caracterizada como un conjunto de
polipéptidos con un peso molecular de alrededor de 3500 a 12 000 Da. Esta fraccion es la
responsable por ejemplo de transferir la inmunidad de un sujeto sano a tuberculina positivo a un
enfermo con tuberculosis y tener un efecto terapéutico muy importante.

El FT, aunque descubierto en 1954, se empezd a utilizar importantemente, con fines
terapéuticos hasta fines de los sesentas y principios de los ochentas.

El FT tiene muchas ventajas sobre otros modificadores de la respuesta inmune o
inmunomoduladores, entre otras su relativa facilidad para prepararlo, por ser dializable el no poder
Ilevar ni microorganismos ni antigenos de histocompatibilidad y sobre todo el practicamente no
tener efectos secundarios. La obtencidn de FT se hace a partir de leucocitos de sangre periférica,
que generalmente son un desecho de los bancos de sangre, estos son rotos por congelacion y
descongelacion, enseguida se colocan en una bolsa de dialisis (que excluye moléculas mayores de
10-12 kDa). Y el material que sale de la bolsa es el FT. Este puede conservarse a menos -20 °C

por varios afios o si se liofiliza puede guardarse, sin que pierda su actividad. Por todo lo anterior

Vi



el factor de transferencia se puede considerar como el inmunomodulador de bajo costo y con
potencial de crecimiento en los paises emergentes.

Asi pues de acuerdo con los lineamientos establecidos para la obtencion del FT a partir de
sangre y calostro bovino, se planted un protocolo para lo obtencion de FT a partir de bazo de cerdo.
Se obtuvo un EDL a partir de dos bazos de cerdo obtenidos de un rastro, posteriormente se realiz6
la determinacion de proteinas totales por el método de Bradford. Para comprobar que en la fraccion
obtenida habia FT y que transferian inmunidad. Se realizé la inoculacion a 5 ratas con FTh y 3 ratas
control con SSF durante un mes, se sacrificaron las ratas y se extrajo el bazo y se realizé conteo

celular.
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1. Antecedentes

Han pasado méas de 60 afios desde que el Dr. H.S. Lawrence informo por primera vez que era
posible transferir hipersensibilidad de tipo retardada de donantes sensibilizados a receptores no
sensibilizados con lisados de leucocitos sanguineos. Durante los ultimos afios la investigacion de
varios laboratorios ha demostrado que este efecto es inmunoldgicamente especifico. Aunque las
moléculas que poseen esta actividad no se han caracterizado completamente, existe un cuerpo
significativo de evidencia que son polipéptidos pequefios y que pueden interactuar con moléculas
de antigeno de una manera inmunologicamente especifica (Kirkpatrick, 2000).

Los estudios con respuestas inmunes que estan bajo control genético han demostrado que la
capacidad de un animal para producir el FT esta regulada genéticamente pero que la transferencia
de hipersensibilidad retardada con FT no estd genéticamente restringida. De hecho cuando se
administran ratones de fenotipos de respuesta baja a FT de donantes de alta respuesta, expresan
respuestas de hipersensibilidad retardada que son comparables a las respuestas altas. Los estudios
clinicos han demostrado que el FT es un método eficaz para la inmunoterapia de ciertas infecciones
virales y fungicas (Kirkpatrick, 2000).

En el afio de 1955 el Dr. H. S. Lawrence Transfieren DTH empleando extractos solubles de
leucocitos, al componente activo de estos extractos se le Ilam6 FT (Fundenberg, 1989).

En el afio de 1961 Jensen demostrd que la inmunidad de un individuo con intradermorreaccion
positiva a tuberculina, podia ser transferida por EDL a otro individuo que era negativo a
tuberculina y este individuo que ahora era positivo, también podia transferir la respuesta a otro
individuo negativo, hacerlo positivo y asi sucesivamente, sugiriendo que el FT se encontraba libre

de antigeno (Lawrence & Borkowsky, 1983).



En el afio de 1963 el Dr. H. S. Lawrence con sus experimentos demostraron que el extracto
dializable de leucocitos era capaz de pasar por una membrana de didlisis de corte de 10 kDa sin
perder su actividad bioldgica (Fundenberg, 1989).

A inicios de la década de los 80, el Dr. Borkowsky demuestra que los FT obtenidos dentro de
los extractos eran capaces de unirse especificamente al antigeno que les da origen, pero no asi a
los anticuerpos contra el mismo antigeno (Kirkpatrick, 2000).

En el afio de 1985 el Dr. C. H. Kikpatrick realizé un estudio de DTH, empleando antigenos
sintéticos para inmunizar ratones y obtener EDL, al igual que Petersen lo hizo con antigenos como
PPD vy ferritina. Los animales solo presentaron una DTH positiva con el antigeno con el cual el
donador habia sido inmunizado. El Dr. C. H. Kirpatrick comprobd que la especificidad de una
intradermorreaccion podia ser transferida por EDL y afirmé que se trata de eventos inmunolégico
especificos. Utilizando ratones inoculados con un antigeno, los ratones receptores solo

respondieron a ese antigeno especifico (Kirkpatrick, 2000).

1.1 Inmunidad innata

El sistema inmunitario innato consiste en barreras epiteliales, células circulantes y proteinas
que reconocen microbios o sustancias producidas en infecciones, o dafio a tejados y esto inicia
respuestas para eliminar a los agentes invasores (Roitt, 2003).

Este sistema comienza con el proceso inflamatorio, generalmente inicia cuando el
complemento es activado, las células cebadas degranuladas y los macrofagos de tejidos activados.
El dafio tisular recluta los sistemas no inmunitarios, como el de coagulacion con produccion de

bradicinina, un vasodilatador potente. En la inmunidad innata, las células efectoras principales son



neutrdéfilos, fagocitos mononucleares y células NK. Estas células atacan microorganismos que han
logrado penetrar las barreras epiteliales y entrar a los tejidos o la circulacion (Barret, 1990)

En respuesta a los microbios cada uno de estos tipos celulares tiene una funcion distinta.
Algunas de las células particularmente los macréfagos y las células NK, secretan citocinas que
atraen y activan a los fagocitos y estimulan la respuesta celular de la inmunidad innata, denominada
inflamacién. La inflamacién es el reclutamiento de leucocitos hacia sitios de infeccién y su
impulso, con el propdsito de eliminar al agente infeccioso, esta reaccion puede también dafiar
tejido normal cuando es descontrolada, constante o crénica (Roitt, 2003).

Los microorganismos que acceden a la circulacion, son combatidos por varias proteinas del
plasma. En la inmunidad innata, las proteinas circulantes principales forman parte de a) el sistema
del complemento; b) colecitinas, familia de proteinas; entre ellas la lectina que enlaza méananos,
que se caracterizan por la presencia de un dominio de tipo colagena y otro de lectina, y que pueden
activar al sistema del complemento por enlace del ¢) pentraxinas, familia de proteinas del plasma
que contienen cinco subunidades globulares idénticas, entre ellas la proteina C reactiva y d)
sistema de coagulacién (Bach, 1984).

Los fagocitos reconocen a los productos microbianos y algunos mediadores originados en
respuesta a la infeccion, a través de receptores transmembrana con siete hélices a, que funcionan
principalmente para estimular la migracion de leucocitos hacia sitios de infeccidn; se les encuentra
en neutrofilos macréfagos y la mayoria de los otros leucocitos. Los receptores de esta clase
identifican peptidos cortos que contienen residuos de N-formilmetionil, presentes en proteinas
bacterianas y algunas de mamiferos sintetizadas solamente dentro de la mitocondria, lo que permite
a los neutrdfilos determinar y responder a estas proteinas bacterianas. Los neutrofilos y en menor

proporcion los macréfagos, expresan también receptores transmembrana con siete hélices a, que



reaccionan con ciertas quimiocinas, especialmente IL-8: péptidos generados cuando el
complemento es activado, como el C5a, y una variedad de lipidos mediadores de la inflamacion,
entre ellos PAF, PGe, y LTB4 (Roitt, 2003).

El enlace de ligandos como los productos microbianos y quimiocinas, a los receptores
transmembrana con siete hélices a induce la migracion de las células de la sangre a través del
endotelio y produccion de sustancias microbicidas por estimulacion de la intensificacion subita.
Los receptores inician respuestas intracelulares asociados con proteinas G que enlazan GTP
trimerico que consiste de subunidades a, B, y y. En células en reposo, las proteinas G unidas al
receptor forman un complejo inactivo estable que contiene GDP y subunidades Ga. La ocupacion
del receptor por el ligando resulta en un intercambio de GTP a GDP y dimeros GBGy. Tanto la
GaGTP como la GBGy son activadores alostéricos de varias enzimas, entre ellas la p isoforma de
la Fosfolipasa C especifica del fosfatidilinositol en trifosfato de inositol y diacilglicerol,
ocasionando incremento en la estimulacion de PKC (Roitt, 2003).

Esta Gltima aumenta la avidez de las integrinas leucocitarias LFA-1 y MAC-1 por su ligando,
la molécula ICAM1 presente sobre el endotelio. Las proteinas G triméricas excitan también
proteinas G pequefias de la familia Rho que promueven cambios en la actiomiosina (actina y
miosina) del citoesqueleto y la difusién celular (Barret, 1990)

En general la respuesta inflamatoria es la reaccion local temprana de la inmunidad innata, en
donde los leucocitos son incorporados al sitio de infeccion y activados para erradicarla. La funcion
de la inflamacion es destruir los microorganismos invasores trayendo al tejido infectado células

efectoras activadas en contacto con los agentes invasores (Barret, 1990)
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dad innata (Tomado de: Owen, Punt, & Stranford, 2016).

La inmunidad innata proporciona sefiales que funcionan en conjunto con el antigeno para iniciar

la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y B antigeno especificos. Las sefiales para la

activacion de linfocitos son dos. La sefial 1 es la que suministra el antigeno, mientras que la 2 es



el producto de un microbio o un componente de la respuesta inmunitaria innata que identifica al
antigeno como un producto microbiano, es decir la inmunidad innata sirve como la sefial inicial
de alarma para que el sistema inmunitario adquirido despliegue una respuesta especifica. Las
moléculas formadas durante las reacciones inmunitarias innatas que actiian como segundas sefiales
para la excitacion de linfocitos son coestimuladores, citocinas, y productos de degradacién del
complemento (Bach, 1984).

La segunda sefial generada durante las respuestas inmunitarias innatas a diferentes microbios
no solamente aumenta la magnitud, sino que también influyen en la naturaleza de la respuesta
inmunitaria adquirida posteriormente (Roitt, 2003).

La inmunidad adquirida se refiere a la respuesta inmunitaria en donde participan, con funciones
muy importantes, los linfocitos T, B o sus efectores. En los tejidos linfoides secundarios, la primera
exposicion a un antigeno ocasiona la diferenciacion de los linfocitos T CD4" y B, a células
efectoras. Después de la resolucion de una infeccion, la mayoria de los linfocitos T, B mueren;
pero algunas se vuelven células de memoria y recirculan en la fase de vigilancia inmunitaria. En
el sitio de infeccidn, los linfocitos son activados en presencia del antigeno que desencadeno la
diferenciacion inicial de estas células (Bach, 1984).

Durante la inflamacidn, el proceso de rodamiento, adhesion y diapédesis de los linfocitos T
tiene lugar en varias etapas. Las desigualdades en el reclutamiento de linfocitos T activada, en
comparacion con el de monocitos y neutrofilos al sitio de inflamacion, puede explicarse en
términos de las moléculas de adhesion, o de sus contramoleculas, usadas en la formacion de
conjugados celulares leucocito/endotelio estables. En particular los linfocitos incitados y de
memoria expresan concentraciones altas de integrinas, moléculas de adhesion de linfocitos de las

placas de peyer (LPAM), y VLA-4 (Bach, 1984).



El curso de la inflamacién es determinado por el fenotipo de las células TH generadas en
respuesta al antigeno, las células TH1 secretan citocinas de tipo | (IL-2, IFN-y y TNF) que
aumentan la respuesta inflamatoria. EI IFN-y es un activador potente de macrofagos que ocasiona
tanto el incremento de la fagocitosis como el de los mediadores de la inflamacion y la liberacion
de citocinas. Se ha postulado que la interaccion de la molécula CD40 presente en macréfagos y su
ligando CD40L en los linfocitos T, conduce a la excitacion de macréfagos, basados en que el IFN-
v induce la expresion de CD40 sobre monocitos: Los linfocitos T estimulados exteriorizan CD40L,

y los macro6fagos son acelerados con CD40L soluble (Bach, 1984).

Linfocito T

Linfocito B

TCR

] Reconocimiento
o #—————_de péptidos
derivados del

directo del antigeno
Antigeno

Reconocimiento l
nativo

Plasmocitos

:

AAdk M Ak | | Célula presentadora de antigeno (APC): |

MHC

Anticuerpo

Figura 2. Linfocitos T y B en el funcionamiento del sistema inmune (Tomado de: Owen, Punt, &
Stranford, 2016).



Antigen recognition Effector functions

Figura 3. Células de la inmunidad adaptativa (Tomado de: Owen, Punt, & Stranford, 2016).



2. Introduccion

2.1 Generalidades del factor de transferencia

2.1.1 Factor de Transferencia
Los FT de origen marino, bovino o humano son péptidos con un peso molecular menor de 3 500
y 12 000 Da, muy estables a bajas temperaturas, la actividad bioldgica se mantiene ain después

de muchos afos a temperatura entre -20 y -70 °C (Kirkpatrick, 2000).

2.1.2 Estructura del FT

Gottlieb postul6 que el FT consiste en 12 aminoacidos y un oligonucle6tido. Con absorbancias
de 254/260 nm a 280 nm. La actividad del factor de transferencia es descrita como un polipéptido
y es sensible a la proteasa (Fundenberg, 1989).

Se cree que contienen proteinas y RNA, pero no DNA. El hecho de que sean pequefios, hace
que no ocasionen alergias y permite que conserven su maxima eficacia (Fundenberg, 1989).

Las moléculas del factor de transferencia son polares en su forma nativa. Ademas las
actividades de las moléculas de factor de transferencia se mantienen a temperaturas mayores de
56 °C pero no a 75 °C por 30 minutos y exposiciones breves a 95 % de etanol. Son resistentes a
desoxirribonucleicas, ribonucleasas y digestion de la tripsina, ademas poseen un pico

cromatografico mostrando mejores absorbancias a 260 nm y a 280 nm (Cabezas, et, Al. 2001).

2.1.3 Mecanismo de accion del FT
Lawrence propuso en 1969 que el FT podria desbloquear o deprimir poblaciones de linfocitos

T responsables de la inmunidad celular y por lo tanto modular la misma (Kirkpatrick, 2000)



Alvarez y Kirkpatrick en 1995 propusieron que la polarizacion hacia la respuesta tipo TH1 se
debe a la inhibicion o supresion de las respuestas de tipo TH2 (Kirkpatrick, 2000)

En el afio 2000 la Dra. Iris Estrada Garcia junto con la Dra. Mayra Pérez Tapia estudian el
efecto de la osteopontina (una quimiocina) y hacen estudios sobre biologia molecular, observando

que el factor de transferencia aumenta la produccién de interferon (Cabezas, et, Al. 2001).

2.2 Fuentes de obtencién del FT

El factor de transferencia puede obtenerse de leucocitos de sangre periférica, de linfonodos de
bovinos, bazo y placenta de diferentes especies como ratones, ratas, cobayos, burros, vacas, cabras,
caballos, perros, gatos, cerdos, primates y otras especies con el hombre (Cabezas, et, Al. 2001).

En la actualidad se buscan otras fuentes de obtencion que convengan como en el caso de bazo
de cerdo ya que este se obtiene por un muy bajo costo en los rastros donde generalmente es

desechado (Cabezas, et, Al. 2001).
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3. Los residuos de rastros en México

Los rastros y mataderos municipales tienen un gran impacto ambiental negativo en la mayoria
de las localidades donde se asientan. Los residuos sélidos y liquidos son dispuestos de forma
errénea e insalubre en el drenaje y los cuerpos de agua. Actualmente, la disposicion final de los
residuos en estos establecimientos tiene un impacto adverso en la biodiversidad local y en el agua
con consecuencias directas e indirectas en la salud publica (Bonilla, Enero 2017).

Los residuos de los rastros no son basura de la cual debemos deshacernos rdpidamente sino que
son recursos que pueden tener un uso y aprovechamiento. Para lograr esto ultimo es indispensable,
primeramente, recuperar y separar los residuos de manera integral para poder manejarlos de la
manera mas adecuada y facil. Lo mas importante es evitar al maximo la disposicién de residuos
en el drenaje o cuerpos de agua ya que el tratamiento posterior resulta muy costoso y se aumentan
los riesgos a la salud de la poblacion (Bonilla, 2017).

Los residuos solidos y liquidos son vertidos, casi en la totalidad de los rastros, en el drenaje o
cuerpos de agua. Esta situacion representa, ademas del evidente dafio ambiental, un gran
desperdicio de recursos que pueden ser empleados en diversas actividades y bien pueden ser
considerados como un subproducto de la matanza. Esto significa que se requiere un cambio de
paradigma hacia uno con visién ambientalista en el que se entienda que los residuos no son algo
de lo que nos tenemos que deshacer inmediatamente sino que son recursos que podemos y debemos
aprovechar. Al mismo tiempo, disminuimos la contaminacion de la naturaleza y prevenimos
riesgos a la salud humana directa o indirectamente (Bonilla, 2017).

La recuperacion y separacion de los residuos de manera integral en el rastro es esencial,
primeramente para valorarlos como un subproducto y poderlos utilizar en otras actividades como

la elaboracion de harinas y alimentos, compostaje o, incluso, generacion de energia.
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Posteriormente, al separar los residuos se facilita el tratamiento del agua residual que se debe
realizar para cumplir con la normatividad en la materia (NOM-001-ECOL-1996 y NOM-002-
ECOL-1996) y con ello también evitar la contaminacién de cuerpos de agua que abastecen a la
poblacion (Bonilla, 2017).

Es importante resaltar que no existen formulas o recetas probadas para todos los rastros respecto
al manejo de sus residuos y que cada uno deberd encontrar las medidas de manejo mas
convenientes que permitan cumplir con la legislacion ambiental, proteger la salud publica y

aprovechar los residuos (Bonilla, 2017).

3.1 El bazo de cerdo un desecho que puede utilizarse con fines terapéuticos

La recuperacion y separacion de los residuos de manera integral en el rastro es esencial, para
valorarlos como un subproducto y poderlos utilizar en otras actividades como la elaboracién de
harinas y alimentos, compostaje 0, incluso como se plantea en el siguiente trabajo en la elaboracién
de un producto con fin terapéutico como lo es el factor de transferencia.

Cabe recordar que como se menciond anteriormente este 6rgano se desecha en todos los rastros,
sabemos que esta es una fuente importante de leucocitos que debe ser aprovechada y al mismo

tiempo evitar la contaminacion del medio ambiente.

3.2 Histologia del Bazo de cerdo

Organo linfoide secundario parenquimatoso, de mayor tamafio, interpuesto en la circulacion
sanguinea, por lo que su principal funcion es filtrar la sangre y elaborar una respuesta inmune
especifica frente a los antigenos por ella vehiculados, pero ademas, tiene otras funciones como

almacenamiento de sangre (principalmente eritrocitos y plaquetas), retencion de células de
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morfologia anormal. La capsula estd compuesta de tejido conectivo fibroeléstico denso y fibras
musculares lisas, de la que parten trabéculas hacia el interior del parénquima. La cépsula y las
trabéculas son particularmente gruesas en algunas especies como el caballo, rumiantes y cerdo. El
paréngquima estad compuesto por dos zonas diferentes denominadas pulpa blanca y pulpa roja,
debido al predominio de linfocitos y eritrocitos, respectivamente, por lo que microscopicamente
la primera aparece tefiida con los colorantes bésicos y la segunda con los colorantes &cidos,
existiendo un &rea de transicion entre ambas denominada zona marginal (Bernabé, Navarro, &

Pallares, 1999).

3.3 Pulpa blanca

Esta formada por tejido linfoide difuso y folicular asociado a las ramificaciones de la arteria
esplénica, que desde las trabéculas penetran en el parénquima. El tejido linfoide difuso se dispone
rodeando a las arteriolas constituyendo las vainas linfaticas periarteriales, que se corresponden con
las éareas de linfocitos T del bazo en un entramado de células dendriticas foliculares y células
dendriticas interdigitadas (son células presentadoras de antigenos). Incluidos o adyacentes a estas
vainas aparecen foliculos linfoides que se corresponden con las areas B. Conforme las arteriolas
se ramifican la vaina linfatica periarterial es mas delgada, hasta que bruscamente la arteriola se
ramifica en 4-6 vasos denominados arterias penicilias. Cada una de ellas origina 2-3 capilares en
la pulpa roja. En algunas especies, algunos de estos capilares presentan un engrosamiento elipsoide
de la pared por la presencia de macrdéfagos y células reticulares que los envuelven, por lo que se

les denomina capilares envainados (Bernabe, Navarro, & Pallares, 1999).
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Figura 4. Imagen de bazo con coloracién con H-E a 50 X (Owen, Punt, & Stranford, 2016).

3.4 Pulpa roja

Ocupa la mayor parte del parénquima esplénico y se caracteriza por la gran cantidad de sangre
que contiene. Esta formada por células libres de la sangre (eritrocitos, macréfagos, monocitos,
neutrofilos, eosindfilos, linfocitos y megacariocitos) en un entramado de células reticulares en
rumiantes y cerdo y miofibroblastos en caballo y perro, constituyendo cordones que estan
separados por senos venosos 0 vénulas. Constituyen canales amplios, cortos y anastomosados,
revestidos por células endoteliales y macréfagos que emiten prolongaciones que contactan con las
células y/o sustancias extrafias en el interior del seno. Bajo la pared aparece una membrana basal
fenestrada (Bernabé, Navarro, & Pallares, 1999).

La pared de los senos permite el transito de células entre los cordones y los senos. Es frecuente,
sobre todo en animales viejos, la presencia en la pulpa roja de macrofagos conteniendo pigmento
de hemosiderina derivado de la hemoglobina procedente de la degradacién de los eritrocitos viejos

que son retirados aqui de la circulacion. Los antigenos vehiculados por la sangre son retenidos por
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los macréfagos y células presentadoras de antigenos de la pulpa roja, que migran hacia la pulpa
blanca donde interactdan con los linfocitos. No se sabe bien cdmo pasa la sangre de los capilares
terminales a los senos venosos y se han propuesto tres teorias: circulacion cerrada, cuando la sangre
pasa directamente al seno venoso; abierta, cuando el capilar termina y la sangre pasa filtrandose a
través de la pulpa roja; y mixta, cuando coexisten ambas. Los senos y vénulas desembocan en las
venas de la pulpa roja donde su endotelio asienta sobre una membrana basal continua delimitada
por una fina capa de fibras musculares lisas. Estas venas se convierten en venas trabeculares que

en el hilio forman la vena esplénica (Bernabé, Navarro, & Pallares, 1999).

p ) v, T
Figura 5. Porcion de pulpa blanca y roja en tincion hematoxilina-eosina 4X (Owen, Punt,
& Stranford, 2016). La capsula se compone de tejido conectivo denso cubierto de mesotelio
escamosos. Contiene fibras de colageno, presenta células de muasculo liso. Por las trabéculas
discurren vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. Entre la capsula y las trabéculas hay
un espacio que lo ocupa la pulpa esplénica que es el parénquima. Se organiza en pulpa blanca
que son pequefios islotes que se distribuyen entre la pulpa roja formada por numerosos
sinusoides y células reticulares. La pulpa blanca esta formada por foliculos linfoides que
contiene principalmente linfocitos B. estos foliculos se disponen a lo largo de las ramas
arteriales que surgen de las trabéculas.
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3.5 Zona marginal

Es la zona de transicion entre las pulpas blanca y roja y se encuentra interpuesta en el paso de
los linfocitos circulantes, por lo que es importante en el desarrollo de la respuesta inmune. En ella
encontramos capilares colaterales derivados de las arteriolas de las vaina linfaticas periarteriolares
que, tras atravesarlas, acaban constituyendo los senos terminales o marginales entre la pulpa blanca
y el area marginal y los senos de la pulpa roja. Los senos marginales tienen un endotelio
discontinuo con espacios de hasta 2-3 micrometros de didmetro que asientan sobre una membrana
basal también discontinua que favorece el paso de células al parénquima (Bernabé, Navarro, &

Pallares, 1999).

Figura 6. Corte hlstologlco del bazo de cerdo 100X (Owen, Punt & Stranford 2016) Enel
que se pueden observar la cdpsula (a), la pulpa roja (b), la pulpa blanca (c) y las trabéculas

(d).
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4. Justificacion
El FT se utiliza como terapia en diversas enfermedades para aumentar la eficiencia de la
respuesta inmune y en el caso del humano, principalmente se obtiene de la sangre y sus derivados.
Con el presente estudio se pretende obtener FT de otras fuentes, principalmente debido a la
dificultad en el acceso a los productos sanguineos, también con el fin de ampliar el conocimiento
que hasta ahora se tiene de la funcion del FT y obtencion menos costosa del mismo por medio del

uso de bazos de cerdo obtenidos de un rastro donde estos se desechan.
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5. Hipdtesis
Si el bazo de cerdo es una fuente potencial de Factor de transferencia, entonces se podra
obtener el Factor de transferencia de una fuente econdmica, y poder tener un efecto positivo en el

sistema inmunoldgico.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general
e Obtencidn de factor de transferencia a través de dializado de extracto de bazo de cerdo,
empleando como tratamiento en el modelo mdrino de rata Wistar para evaluar el
incremento en poblaciones linfocitarias de bazo y con ello demostrar por medio de

pruebas bildgicas su efecto para uso terapéutico.

6.2 Objetivos particulares

e Realizar el conteo de células blancas del bazo de cerdo por medio de cdmara de
Neubauer.

e Realizar la didlisis del bazo con membranas para didlisis para la separacion del FTh.

e Hacer la determinacion de lipidos totales, carbohidratos, proteinas y &cidos nucleicos
por medio de espectrofotometria y métodos cuantitativos.

e Emplear el dializado en modelo marino de rata Wistar

e Sacrificar y disectar ratas Wistar para obtener el bazo y realizar técnicas histoldgicas.

e Conteo celular de linfocitos en el corte histologico del bazo de la rata.
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7. Materiales y métodos

7.1 Recoleccién y procesamiento del bazo de cerdo
Se utilizaron 2 bazos de cerdo obtenidos de un rastro de 2 cerdos que se sacrificaban en el

momento, inmediatamente se prosiguio a su congelacion para evitar su descomposicion.

7.2 Cuantificacion de leucocitos en cAmara de Neubauer

Para obtener el FT se realiz6 un conteo celular en una pequefia muestra de bazo de cerdo recién
sacrificado.

Se obtiene una muestra de 3.093 g de bazo de cerdo recién sacrificado. Se homogeniz6 una
seccion de bazo, centrifugar y separar el sobrenadante. Se realizé una dilucion 1/10 con SSF, se

realizo el conteo en cdmara de Neubauer contando 4 cuadrantes primarios, y obtener el nimero de

células/mL.
Tabla 1. Conteo celular en camara Neubauer.
Peso total del Peso muestra Dilucion NUmero de
bazo (g) (9) células/mL
Bazo 1 200 2.413 1/10 475 000
Bazo 2 220 3.093 1/10 250 000

7.3 Rompimiento celular y obtencion de FTb
Para la obtencion del FTb se prosiguié a homogenizar el resto de los bazos por separado y

almacenar con SSF a -70 °C por dos dias, pasado este tiempo se descongelo manteniendo una
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temperatura no mayor a los 37 °C. Se realizd este procedimiento 3 veces para asegurar el

rompimiento de las células y obtener el FTb.

Figura 7. Congelacion de los bazos de cerdo.

7.4 Dialisis
Se traspasé el material obtenido de la congelacién y descongelacion a las bolsas de dialisis con
1.5 L de agua destilada durante un tiempo de 24 horas, pasado este tiempo se realiz6 un segundo

y tercer cambio con las mismas caracteristicas.

Figura 8. Didlisis de bazo de cerdo.
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8. Estudios de composicion bioquimica

8.1 Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford

Se preparo una solucion estandar de albumina, conteniendo 10 mg disueltos en 10 mL de NaCl
0.15 M. Las soluciones conteniendo de 10 a 100 ug de estandar de albimina, se colocaron en tubos
de 13x100 mm 6 12 x 75 mm, en un volumen de 0.1 mL de agua destilada. El volumen en el tubo
de prueba también se ajusta a 0.1 mL con solucién de NaCl 0.15 M. Se le agregaron 2 mL de
reactivo de Bradford, el cual se prepard de la siguiente forma. Se disolvieron 100 ug de azul
brillante de Coomasie G-250 en 50 mL de etanol al 95 %. A esta solucion se le agregd 100 mL de
acido fosforico al 85 % pl/v, la solucion resultante se diluyé a un volumen final de 1.0 L con agua
destilada. Se dibujé una grafica patrén de proteinas cantidad de albimina (eje de las abscisas)
contra Absorbancia obtenida a una longitud de onda de 595 nm (eje de las ordenadas). La solucion
problema se diluyo con NaCl 0.15 M. Se agregd en cada tubo un volumen de 0.1 mL de la solucion
problema en tubos de 12x100 mm, se le adicionaron 5 mL de reactivo. La Absorbancia resultante
del problema se interpolo a la curva patron y se extrapolo en la curva para conocer la cantidad de

proteina contenida en la muestra.

8.2 Cuantificacion de carbohidratos por el método de acido sulfarico.

En un tubo de ensaye se colocd 1.0 mL de fenol al 5 %, se agregd 1 mL de solucién estandar
de glucosa (100 pg/mL para realizar la curva), se adicionaron 5 mL de H2SOs al 96 %, se mezcld
y se incub6 por 20 min, hasta desarrollar color. Se midié en espectrofotometro a una longitud de
onda de 490 nm. La Absorbancia resultante del problema se interpolo a la curva patréon y se

extrapolo en la curva para conocer la cantidad de carbohidratos totales contenida en la muestra.
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8.3 Estudios de actividad biolégica

8.3.1 Prueba inoculaciéon en modelo murino

Materiales.

8 ratas Wistar

FTb

Jeringas para insulina.
SSF

8.3.2. Método

Ratas Wistar

Gpo. Control,

ratas Wistar.

3 Gpo. Experim. 5
ratas Wistar.

>

Inoculacién

subcutanea con

Inoculacion
subcutanea con
1.0 mL SSF/1 mes 1.0 mL Ftb/1 mes

Obtencion de bazo
de rata Wistar.

[ Sacrificio ]

E> Cortes histoldgicos. $ Tincién con H-E

Conteo celular de
cada Gpo en
microscopio

Figura 9. Método de inoculacion de ratas Wistar.
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8.3.3. Técnica
Depositar a la rata sobre la rejilla permitiéndole agarrarse a ella con las patas delanteras y

levantar la piel de la espalda con los dedos indice y pulgar tal y como se muestra en la figura 10.

Figura 10. Via de inoculacion de ratas Wistar.

e Insertar la aguja en la base de la zona de piel que estamos sujetando manteniendo la
aguja paralela al cuerpo de la rata para evitar inocular en capas inferiores a la piel.

e Aspirar ligeramente para asegurarnos de no haber penetrado en algun vaso sanguineo

e Inyectar el volumen de muestra a una velocidad moderada.

e Retirar laaguja y presionar la piel en la zona de inyeccion para evitar que el fluido salga
por el punto de la piel perforada.

e Observar que no se produzca sangrado.

e Debido a que la muestra se deposita en la zona subcutanea, y si esta se ha desarrollado
correctamente, podremos observar la formacion de un abultamiento en el lugar de

inyeccion que ira desapareciendo a medida que el fluido es dispersado.
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macera
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4

Almacenar con SSF al
9 % a -70 °C por dos
dias.

L

Sacar de congelaciony
someter a bafio maria no
sobrepasando los 37 °C
Realizar este paso tres

veces
e |

1l

Someter a didlisis con
1.5 L. de agua destilada
por 24 h Realizar 3
cambios de dializado

Bradford
Almacenar el
Cuantificar dializado en
carbohidratos por el refrigeracion
o
método de acido a0°C
sulfarico
Inocular a Sacrificar a Diseccionar
las ratas ::> las ratas por E>' s [SEeT
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mes

=

Realizar Realizar
tratamiento de conteo de
fijaciéon y cortes IE> poblacién

histolégicos, celular con
tefiir con H-E microscopio

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia para la obtencion y prueba del FTh.
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9. Resultados

9.1 Conteo celular para evaluar la presencia de poblacién leucocitaria.

Se obtuvo para el primer bazo diseccionado una suspensién de leucocitos con una concentracion

de 475 000 cel/mL; y para el segundo bazo se una concentracion de 250 000 cel/mL.

9.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Tabla 2. Cuantificacion de proteinas.

Absorbancia

Concentracion

# Tubo Y (muestra) X (mg/mL)

0 0.011 0.0167
1 0.016 0.0218
2 0.023 0.0243
3 0.025 0.0251
4 0.027 0.0257
5 0.029 0.0264
6 0.133 0.100

7 0.836 1.000

8 1.241 2.000

Grafica de cuantificacién de proteinas.

14

Absorbancia

0 0.5 1 1.5 2

Concentracion mg/mL

2.5

y=0.6477x+ 0.0269
R*=0.9776

Figura 12. Curva patrén con albumina de concentracion conocida (Img/mL). Curva
patron con albumina de concentracion conocida (1.0 mg/mL), al extrapolar la Absorbancia se
conoce la concentracion de proteinas totales presentes en el dializado. Dando una

concentracion de 0.023 64 mg/mL.
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9.3 Cuantificacion de carbohidratos por el método de acido sulfurico

Tabla 3. Cuantificacién de carbohidratos.

# Tubo Absorbancia¥Y  Concentracion x
0 0.003 2.000
1 0.028 4.000
2 0.039 5.000
3 0.055 5.8235
4 0.072 6.8235
5 0.074 6.9411
6 0.086 7.6470
7 0.100 10.000
8 0.104 8.7058
9 0.119 9.5882

10 0.189 12.500
11 0.311 20.000

Cuantificacion de carbohidratos
0.35

0.3
0.25
0.2

0.15

Absorbancia

0.1

0.05

0 2 4 6 8 10 12 14

-0.05 -
Concentraciéon (mg/mL)

Figuras 13. Curva de carbohidratos. La Curva de carbohidratos. Sustituyendo en la ecuacion
de la recta el valor de la Absorbancia de nuestra muestra que es de 0.085 obtenemos una
concentracion de 4.90 mg/mL de carbohidratos.



Tabla 4.

Determinacion de lipidos.

Absorbancia Concentracion
0.004 8.4985
0.003 6.3739
0.004 8.4985
0.004 8.4985
0.002 4.2492
0.003 6.3739

Tabla 5. Determinacion de acidos nucleicos.

Absorbancia Concentracion
0.00 0.0221
0.0314 0.0225
0.0537 0.0181
0.0424 0.0272
0.0653 0.0370
0.0772 0.0471

9.4 Resultados de la actividad bioldgica

Tabla 6. Grupos de control.

Grupo Conteo celular(linfocitos)/5 campos

Control 1
Control 2
Control 3

5.367
7.723
8.041

Tabla 7. Grupos experimentales.

Grupo
Experimental 1
Experimental 2
Experimental 3
Experimental 4
Experimental 5

Conteo celular(linfocitos)/5 campos
6.800
6.925
8.753
7.898
8.888
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Prueba t de 2 muestras para la media de SSF y FTh
informe de resumen.

{Difieren las megias? Muestrasindviduales
0 06 0l 205 Eststias sf fih
- Temafio de la muestra 3 5
s N Mel 70437 78328
o0 IC de 95% (41510672  (G6341907L5)
' _ Desviacion estarclar 14607 98148
La media dessfno es sgniicativamente diferente de b medlia de
fth {p > 005).
Diferendia entre muesiras
Estadisticas Diferencia
IC de 95% para la diferencia Difa‘a‘.cian .'809'13
it el por e  por e e e’ ceSit A
*Diferencia = sf - ftb
| ) ‘ | Comentarios
4(!(0 2000 0 m ' + Prueba No eviste sficiente evidencia para conduir gue las medias
difieren en d nivel de significancia cie 0,05.

+ IC: Cuantiicala incerticumbre asociada & la estimaddn dea
diferencia en las medias a partir de los datos de las muestras, Usted
puede tener una seguniclad de 95% de quela diferenda verdaders se

Compare Icls) m:l ;T;: iea!';:sd?enl:s Muestras, KU qtm-383¢8 yazlo, - .
+ Distribucion e datos: Compare | ubicadan y las meclins de b
of muestras, Busque datos poco comunes antes de interpretar los
resultaclos de la prueba.
I fho—s {
fth
PP S

A0 800 B0 10000

Figura 14. Prueba t-student de informe de resumen (Prog. Minitab version 17, 2018)
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Prueba t de 2 muestras para la media de SSF y FTh
informe de diagndstico

Orden de losdatos enlahoja detrabajo
Investigar cual quier valor afipico (marcado en rojo).

s ftb
100
§ . et
— s ” e
/'/ "
1 2 3 4 1 2 3 4 5
LAl eslaprobatiliced de detedtar una diferendia? {Que diferencia puede detectar con sustamafios
; tdemuedrade 3y 5
Potenc
<l 6% a e 100% i Biferes
. ; . 30620 e
[ - uPs5 70
| | | 3992 8%
46700 9
06 Diencia 4670
Para = 005y tamafios demuestra=3; 5.
§ hubiera Una diferenda de 30620 etre las medias, sted tendria una Diferencia observada =-809.13

probabiidad de 0% de detedar [adiferenda, S la diferencia fuerade 46700,
tendria una probablidad de 3C%.

L potentia es una funddn delos tanafios de las muestras  las desviaciones estandar, Para detedtar diferencias mia pequefias, conddere
aumentar [os tamafios de as muestras,

Figuras 15. Prueba t-student de informe de diagndstico (Prog. Minitab version 17, 2018)
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Grafica de caja de respuesta

tratamientos

Figura 16. Grafica de caja respuesta (Prog. Minitab version 17, 2018)

Grdfica de puntos de respuesta

Figura 17. Grafica de puntos de respuesta (Prog. Minitab version 17, 2018)

31



Histograma de respuesta

Normal
0,0009 tratamientos
E ssfl
0,0008 =l b2
0,0007 Media DesvEst. N
7044 1461 3
0,0006 7853 9815 5
,@ 0,0005
E 0,0004 T
£ .
0,0003 Vs "\
! N
0,0002 A ™ “
/ !/ \ L
0,0001 p ™~ A
L+ \\-
— =
0,0000 E—

Figura 18. Grafica del histograma de respuesta normal (Prog. Minitab version 17, 2018)
Se muestra en color azul el tratamiento con SSF y en color rosa con FTb.
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10. Discusion

Esta investigacion se Ilevo a cabo con el fin de encontrar un recurso apto para la obtencion del
factor de transferencia utilizando materiales diferentes a los ya conocidos, actualmente se conocen
factor de transferencia de calostro bovino, sangre periférica, bazo de rata. Se han explotado estos
dos recursos sin embargo se han encontrado algunas limitantes como lo es el rendimiento de los
recursos para obtener una mayor produccion.

Es por ello que se planted en este trabajo una metodologia para la obtencion de factor de
transferencia de bazo de cerdo, utilizando bases tedricas que ya existen sobre la obtencion del FT.
Se han obtenido de leucocitos totales de un donador sano, estas células son rotas por ciclos de
congelacion y descongelacion. El lisado leucocitario es posteriormente dializado a través de una
membrana con un punto de corte de 12 kDa.

Para este estudio se recolectaron dos bazos de cerdo de animales recién sacrificados en un rastro
y se refrigeraron para conservacion hasta el laboratorio, se plante6 entonces un protocolo para su
procesamiento como primer paso se realizd un conteo de leucocitos en una pequefia muestra de
bazo con azul de tripan (tabla 1). Para tener una mejor manipulacion de la muestra se cortd en
trozos muy pequefios y se macero, para llevar a dialisis, las moléculas de FT son muy pequefias
por lo que se requieren al menos 18 horas para la didlisis.

La fuente de obtencion del factor de transferencia debe contener leucocitos a los cuales se les
realiza lisis y dilisis para liberar el contenido y aislar moléculas de bajo peso molecular (menos
de 12 KDa).

Antes de llevar a cabo la diélisis se requiere someter a congelacion y descongelacion con el fin

de garantizar el rompimiento de las células y la liberacion del FTh.
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Posterior a la obtencion del dializado se cuantifico proteinas totales por el método de Bradford.
Se muestra en la (figura 12) la gréfica utilizando curva patron de albdmina. El resultado obtenido
fue de 0.02364 mg/mL.

Puesto que ademas de los péptidos, los carbohidratos (figuras 13), lipidos y acidos nucleicos
atraviesan la membrana se realizd su cuantificacion.

Para demostrar la actividad bioldgica del FTb obtenido de bazo de cerdo se realizd la
inoculacién a ratas Wistar cada tercer dia durante un periodo de un mes, se prosigui6 al sacrificio
y diseccion para la obtencion del bazo, al cual se realizé técnica histoldgica y tincion con H-E. Por
medio de esta técnica que abarca una serie secuencial de pasos a través de los cuales una muestra
de tejido llega a transformarse en delgados cortes coloreados que pueden ser observados al
microscopio, los pasos de la técnica histoldgica son seis.

Obtencion de la muestra:

e Proveer el material para su estudio al microscopio

e Fijacion (preservar el material)

e Inclusién embeber el material en un medio fécil de cortar

e Corte. Lograr laminas muy delgadas que sean atravesadas por la luz
e Tincidn. Visualizar los tejidos, identificar moléculas en ellos

e Montaje. Preservar el corte, manteniendolo aislado del aire y deshidratado

Posterior a la técnica histoldgica se realizé conteo de linfocitos al microscopio. Con estos
resultados se realizo el analisis estadistico con la prueba t-student que arrojé como resultado una
diferencia significativa del 0.457, (p > 0.05) este dato nos dice que no existe diferencia significativa

entre los resultados. Cabe mencionar como observamos en la grafica de respuesta (figural6), y en
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el histograma (figura 18) se puede observar mayor aumento de células en tx2 (el tratamiento con

FTb). Ademas de que las campanas nos muestran una menor dispersion de los datos en tx2.
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11. Conclusiones

Se realiz6 conteo celular del bazo de cerdo por medio de cAmara Neubauer
Se realizd dialisis de la muestra para la obtencién del FTb
Se llevaron a cabo estudios de composicion bioquimica para cuantificar

Se realizd conteo celular en pulpa roja en corte histoldgico

Con los datos mostrados, no podemos demostrar de manera contundente que se obtuvo

el FT.

Se puede concluir que estadisticamente, el presente estudio podia tener valides solo con

poblaciones mayores a 3 000 individuos de estudio.
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