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El', iriterferón (IFN) desempeña n11m<•rcis•1s" funcior1és 
sisteni'as ininurie y neuroendocrino. Desde su descripción ••n 1515í' ;' 
han realizadO numerosas investigaciones 
conocer, los distintos procesos en los cuales 
función tan importante que tiene en la clinica, en el control 
algunas enfermedades. 

En el presente trabajo se utilizó como inductor de la sintesis 
del IFN en humanos, un ácido ribonucléico de transferencia 
modificado (ARNt HAM), y para cuantificar sus niveles en el plasma 
se utilizaron la técnica de inhibición del efecto citopático 
(IECP), que es una prueba que mide el efecto protector del IFN ante 
una infección viral, y la prueba de análisis inrnunoenzimático ELISA 
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) en dos variantes: por 
inhibición y por método indirecto, las que se utilizaron para medir 
los niveles de IFN-r. Adicionalmente, se realizó la medición del 
FNT-a con ayuda de una técnica de ELISA por inhibición. También se 
determinaron las concentraciones de IgA, IgM e IgG y se estudió su 
posible relación con los niveles de IFN presentes en el plasma de 
los sujetos. Encontramos que los niveles de IFN total, asi como de 
IFN-r, sufrian un incremento posterior a la aplicación del ARNt 
HAM. Antes de la aplicación del ARNt HAM los niveles determinados 
por IECP fueron de 10 a 320 U/ml, y después de éste se dió un 
incremento de 80 hasta 2560 U/ml; con la técnica de ELISA por 
inhibición las determinaciones realizadas fueron de 12.5 a 925 U/ml 
de IFN-r antes de la aplicación del inductor y de 81.2 a 2,374 U/ml 
después de este. La ELISA indirecta nos dió valores de O a 14 U/ml 
antes del inductor y de 130 a 1,600 U/ml después de su aplicación. 
Los valores encontrados para el FNT-a van de o a 10.5 µg/ml antes 
y de 7 a 10.5 µg/rnl después de la aplicación del ARNt HAM. Los 
niveles de inmunoglobulinas no mostraron ninguna diferencia 
significativa con respecto a los valores que se reportan en la 
literatura como normales. 

Se puede concluir que las técnicas de IECP y ELISA utilizadas, 
permitieron una adecuada determinación de los niveles de IFN e 
IFN-r presentes en el plasma de los sujetos estudiados, mostrando 
buena sensibilidad, asi como economia y fácil realización. Además, 
que el ARNt HAM mostró un efecto claro en la inducción de la 
sintesis de IFN en los individuos a los que se aplicó induciendo 
además, al parecer el incremento de otras linfocinas como el FNT-a, 
sin alterar la producción de inmunoglobulinas, lo que permite 
proponer la posible inducción de la tolerancia inmunológica. 



fue descrito inicialmente en 1957~ por 

como una sustancia proteica soluble liberada 

por -i::-é1~1as en cultivo infectadas por el virus de la influenza 

inactiVado, que era capaz de proteger a un segundo cultivo celUlar 

de cualquier infección virica. Por esta capacidad de interferir 

con la duplicación viral se le denominó interferón (IFN) • Ahora se 

sabe que se trata de una familia de proteinas clasificadas dentro 

de las linfocinas, que son capaces de mostrar diversos eféctos 

dentro de los sistemas inmune, neuroendócrino, asi como en otros 

sistemas biológicos. 

Los primeros reportes acerca de la existencia del IFN datan 

del año de 1935, en que se comunicó que los primates infectados por 

el virus atenuado de la fiebre amarilla, eran capaces de sobrevivir 

a una infección posterior de este mismo vir_!:s .~Il _su- fase 

virulenta, este efecto de protección se le atribuye al IFN ya que 

conocemos que es la primera respuesta de defensa ante una agresión 

del tipo viral. A este fenómeno de protección se le denominó 

11 interferencia de virus". Se conocen también datos que indican que 

los monos expuestos al virus del Valle del Rift poseian resistencia 

al virus de la fiebre amarilla. Durante los siguientes años, se 

describieron numerosos ejemplos de este tipo de protección tanto 

in vivo como in vitro. 

A partir de su descripción, se han realizado numero'sas 

investigaciones acerca de los diferentes tipos de IFN, las que han 
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de A los dos primeros 
:'-_ =·;;,.;_:·:~::>·=-::. <·~-

se les conoce también .como -IFN'o;c·de tipo I, mientras que al último 

se le conoce como IFN ae' t!~c;_;:J:!·.,_ Esta clasificacil:>n se basa en 

sus caracteristicas.fisicoqii1mJcas y antigénicas (2). 

La forma de obt9ner1o·s- Bs:iH.ferente de acuerdo al tipo de IFN 

que se desea aislar. - ASi -p-or--ejemplo, el IFN-a se puede obten':!r 

por medio de la infección viral de un_cultivo de leucocitos del que 

se han caracterizado actualmente 15 subtipos moleculares (3). El 

IFN-8 se obtiene comúnmente por exposición de un cultivo de -

fibroblastos a un ARN de doble cadena en presencia de los 

inhibidores metabólicos ciclohexamida y actinomicina D (4), de este 

tipo de IFN es posible que existan 2 subtipos (5). El IFN-r se 

puede obtener por estimulación de cultivos de linfocitos con 

mitógenos (6,7), antigenos u otros estimules. No se han descrito 

hasta la fecha subtipos de este. Es importante mencionar que se 

describen inductores especificas para la producción de los 

diferentes tipos de IFN. Este panorama se ha ampliado y muestra 

que un tipo de inductor puede ayudar a obtener diferentes tipos-de 

IFN (Tabla #1), por lo que no existe un inductor especifico para 

estimular la producción de un tipo de IFN en particular. 

Existen también otras diferencias en cuanto a las 

caracteristicas fisicoquimicas como: masa molecular, sensibilidad 

a pH ácido y a la temperatura de 56 •e (Tabla #2). 

Se conoce también la diferencia entre los distintos tipos de 



Tabla 1. Fuentes principales del lnterferón 
y sus inductores 

Tipo Fuente orincioal Inductor orincioal 

Alfa Leucocitos Virus, ARN de 
doble cadena 

Beta Fibroblastos Virus o ARN de 
doble cadena. 

Gamma Linfocitos Mitógeno,antí geno. 

(Tomado de Torrence, 1981) 



Tabla 2. Características fisicoquimicas del IFN 

Tipo 

Alfa 

Beta 

Gamma 

Masa molecular Labil a 56º e 
18-20 kDa No 

23 kDa 

20-25 kDa 

No 

Si 

(Tomado de Stites, 1988) 

Labil a pH•2 

No 

No 

Si 
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. . -· ,, .. "'· ; .. ,-- . .- ":·-.·},:-·-"; 

. . . . .. ~,r ~,:: ~i~i: ; . :1·: ~2L ,.::i: : ., ·~f 
. IFN en·. éu~ri~o··~, ... ~;~·~~~"~5:~~~~·1.t(~~~f E~!i%~~· ;~f ]f;;1~~~tf~fü?ft~iC:~¡ • 
el IFN,-a, ;Y. e~;·IFN-S ···:~.c.~ns~~11·:del.66<aminoác1dos}Tªda;.uno.·sus 
gene·s·::a·e·--·~r .. cuen'tr~-r~·:·:e-n{~it'.hUm·á-¡:¡·o:,:z~:~rli1féi~:·:b~á'~O;~:~~~C(··dei":::";-~c;·i;·o~·oma· 
9, na C:ont~enén ·• ij,fª1~~fa, ·~~; b~~ifica:~, '. ·~~P~~ii~d.~~~ ;.~e'!sirven 
coino sitios d~g1uC:osÚa~fón"/ Mient~as ql1;;·,;,1iFN::.·~. ~,;;:,¡;t,;;;·ci;;' 
l.4 6 •. aml.n~~,;i~~ .. , .·. y .. ~ . g~n se encu;,ritra •. ;,n .. el bt;.~o' ia.~qo .el.el 

C:romosoma l.2, tiene 3 introne~ y un e~emento ·~e~e~itiv~~~¡e· Árit ·(~)} 
'-\:~ .__._ 

Tanto el IFN-a como el IFN-S 

receptor -(9), cuyos genes se encuentran en el cron:i~~~~~ ·~ª-~~.~(ió):::·_;_-:. 

codifican una proteina que tiene una masa molecular -'d~ 11_0" ~'-S~'~~~~~:; 
kOa (l.l.). En cambio, el IFN--r ocupa un receptor -diStintO_-, cu~~s ., 

genes están en el cromosoma 6 y codifican para una protein~:.de:::.una ~ 

masa molecular aproximada de 90 kDa (12). 

En experimentos llevados a cabo con fibroblastos humanos e 

IFN-S (13), se ha logrado bloquear la unión del IFN-T a su 

receptor, por lo que en ese trabajo el autor propone que al menos 

en este tipo de células el IFN-S y el IFN-T si comparten el 

receptor. Con relación a esto, se han obtenido otros resultados 

que indican que el IFN-T al unirse a su receptor en la membrana 

celular, es capaz de inhibir la unión del IFN-a y del IFN-S al 

propio (l.4). 

se ha reportado que la unión del IFN--r con su receptor se 

realiza en un tiempo promedio de 5 minutos a un temperatura de 37 

•e con una concentración de 150 U/ml. Estas condiciones se han 

.. -,,. 



rePOrt.i:tdc>.:,en¡:p·OiimOrfOti\JCie~l:~S';-~.inOii~c.i tOS: y, OtrO& .: ti-pos ce1U1ares; 

lalnt~;;,a~ló~·c'~~,.~~~fiz:-rá~id~mentE. des~ués d~ la. unión (15). 

:_·_·.·:-._.·.-·_~ .. <;_,_: ··-:_:·.\·~',~.:." .:.'~: _. ·<:' -~.'. -
se···-~esC~nocie~ en ·-dét8i~e, los mecañismos mo1ecú1ares que se 

desencaderian"al interaccionar los distintos tipos de IFN con sus 

receptores , sin embargo, en relación con ·algunos de los cambios 

~~óciu_imicos que se- han observado, se ha propuesto que se activan 

vias de transeñalización, como la del adenosin-J', 5 1 monofosfato 

ciclico (AMPc) (Fig. l), o la de los fosfoinositósidos (Fig. 2). 

Al analizar los cambios bioquimicos en la célula, se observa que 

existen aumentos del guanosin-3 1 , 5' monofosfato ciclico (GMPc), 

del AMPc, de la fosforilación de proteinas, de la enzima 2-5 

adenilato sintetasa, de endonucleasas, proteincinasas, de la 

expresión de los antigenos del complejo principal de 

histocompatibilidad HLA-A y de la enzima 2-5 fosfodiesterasa. Por 

el contrario, se ha encontrado disminución en la enzima 

glucosiltransferasa, de la ornitina descarboxilasa, y un descenso 

en el transporte de timidina, asi como disminución de los ácidos 

grasos insaturados de la membrana (16). 

En el análisis realizado de las proteinas obtenidas de 

extractos de células estimuladas con IFN-a e IFN-r se encontró 

que ambos inducen la sintesis de varios polipéptidos comunes, pero 

el IFN-r induce además la producción de 12 polipéptidos 

adicionales, lo cual permite deducir que los dos tipos de IFN 

tienen mecanismos de acción tanto comunes como independientes ( 17) , 



VIA DEL AMP-CICLICO 

Plg.1•1!oquo .. gono,.I do lo vio dol AMP·ololloo 

Abreviatura•: MM· molécula menoaJe , R..-eceptor, AC-adenllato clclaoa, 
1-molécula lnhlbltorlB. E.fllolécufa eollmuladora, G-nucle6tldo de guanina 



Flg.2-Esquema general eje los fosfolnosltosldos 

Abrevlaturae: MM-molécula meneaje, A-receptor, G-prcielna G, 
FC~oeloll pasa C, DAG-dlacllgllcerol, PQC-prdelnqulnaea C, 

IP3~noeltol trlloelato. 



relacionando la gran semejanza que se encuentra en algunos efectos 

producidos por estos tipos de IFN. 

Se ha reportado que el IFN puede inducir. cambiOs en. e1-~~.i_Cio 

celular, los cuales varian de acuerdo al tipo celular ·anal'izado.--(en 
.·· , . 

células leucémicas, etc.) (18). Lo anterior se pued.~ _ rel~_~io_n,~r 

directamente con la actividad antiproliferativa y antitumoral 'ele 

los IFNs. Entre los fenómenos bioquímicos que desencadena el IFN 

se encuentran los relacionados con su capacidad antiviral, que ... es 

una de sus principales funciones (Tabla #3). 

El IFN se ha visto también relacionado con el sistema 

neuroendócrino. Se ha descrito que distintos tipos de hormonas son 

capaces de afectar su sintesis y de mostrar efectos semejantes a 

los producidos por el IFN. Entre ellas se citan a las hormonas 

adenocorticotrófica (ACTH), norepinefrina y vasopresina. Asimismo 

se ha reportado que el IFN-a puede semejar la acción de la ACTH 

(19) • Se ha encontrado también que los opioides endógenos como la 

8-endorfina pueden afectar la función del IFN-a, y asi mismo que el 

IFN-a puede unirse a receptores para este tipo de moléculas, y 

mostrar un efecto similar al que estos opioides inducen (20). 

Acción del ·rFN en la inmunomodulación 

Ahora se hará una breve revisión de los aspectos dentro.del sistema 

inmunológico en los cuales participa el IFN. 
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Tabla 3. Mecanismos antivirales del IFN 

Mecanismo Efecto Virus 

Activación de la Degradación de Encefalomiocarditis 
2-5 oligoadenilato ARNm y ARNr Reovirus,Estomati-
sintetasa tis vesicular (VSV) 

Activación de la Fosforilación del Mengo, Reovirus 
proteíncinasa de- factor de inicia- vsv 
pendiente de ARN ción 2 (IF-2) 
de doble cadena 

Inhibición de la Reduce la efi- Reovirus, VSV 
metilación del ciencia para la 
ARNm nuevo iniciación de la 

transcripción 

(Tomado de LOpez, 1984) 



> >"I r· .. 
r,ag.r céÍu1a·s <-del .. s.:i.Stema inmune como son los macrofagos, 

linfé:u:lÚ~~ ;, iin~~citos ll y células citotóxicas naturales (CN), se 
,! ·::·:, :...".'..·.<.-':.· .. ;. 

~nC~~ri~~8n' .. -ent;.i~ ia·s principales sintetizadoras de los diferentes 

tip~s de' .. IFN· ~/:que responden a su presencia. sin embargo, e>dsten 
'_;;~;:,'_ -- .. ,, -- . '.: ~ ', 

Ot:Z:.OS -~i_P~~~·;-~:_·c~-~-U1~·~eS capaces también de responder y en algunos 

casos ~E!-::"i:~~:~t-~_tlzar IFN. Entre ellas podemos mencionar a las 

céluliis ericióí:eliales, células hematopoyéticas y fibroblastos, ent,;,;,; 

otras (21r;c 

El campo en el cual se ha estudiado más ampliamente la 

actividad desempeñada por el IFN es la inmunomodulación. El papel 

más importante en este campo lo tiene el IFN-r, que funciona a 

concentraciones extremadamente pequeñas (picomoles). El IFN 

interactúa con la compleja red de las linfocinas, mediante 

mecanismos: 1) inducción de otras linfocinas, 2) transmodulación de 

receptores de superficie y 3) en sinergia con otras linfocinas como 

agonista o antagonista en varias funciones celulares (19). 

Se ha encontrado que los tres tipos de IFN son capaces de 

inducir un estado antiviral en las células, sin embargo, muestran 

diferente potencia, ya que se ha reportado que en general es 

necesaria menor cantidad de IFN-r que de los otros dos tipos (22). 

También se ha descrito que de acuerdo al tipo de virus, éste puede 

mostrar mayor o menor sensibilidad a uno u otro tipo de IFN (23). 

Todos los tipos se han descrito como citostáticos para diversos 

tipos celulares, tanto normales como tumorales (24). El IFN-r se 



-_-El -- Irnt~;aqula la expresión de los antigenos - -del complejo 
,,;,:'-, .. ::.·; 

princ_ipal de- histocompatibilidad tanto de la clase I (CMH-I) como 

de --- Úí clase II ( CMH-II) • Por ejemplo, los tres tipos de IFN 

estimulan la expresión del CMll-I. Por su parte, para el CMH-II el 

IFN-a y B pueden estimular y en otras inhibir su expresión, 

·mientras que el IFN-r siempre estimula positivamente la expresión 

de estos antigenos (28). Además se ha encontrado que el IFN-r 

induce el aumento de receptores Fe en los macrófagos (29). 

Se ha reportado que el IFN-r puede estimular o inhibir la 

activación de los linfocitos B (30) • Los tres tipos de IFN 

estimulan su proliferación (31), y sólo el IFN-a -y-el IFN-'« 

estimulan la diferenciación (32, 33), apreciándose un ~ay~r efecto 

de este último mediador. 

Los tres tipos de IFN pueden influir sobre la producción de 

anticuerpos tanto positiva como negativamente (34, -. 35>' ;_ ·ai~-ej-~rcer 

según parece una acción directa sobre las céluias;·;: .. a.-::~'En'.· este 

aspecto es muy importante mencionar que el ~-fé~#~-;,-.-sobr~·:.' la 

producciOn de anticuerpos depende directamente ae\f~'.~~~~~~~'..· ~~ la 
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interleucina-1 (IL-1), 

de necrósis' tumoral alfa 

(FNT-a) entre otros, modulando su acción (36, 37), o produciendo un 

efe~to .~iné~-~;{~~ e~-diVersos aspectos. Con respecto a este último 

-fen6:inei1o·- se· ha encontrado que al aplicar- de manera combinada 

distintos tipos de IFN se incrementa su capacidad antiviral, asi 

como su capacidad antitumoral (38), 

Se han descrito otras funciones del IFN, como la supresión de 

la actividad hematopoyética (39), y el incremento de procesos 

autoinmunes. Se ha asociado la deficiencia en la cantidad de IFN-r 

con enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, 

la artritis'reumatoide o enfermedades del tejido conectivo (40). 

El IFN puede activar o inhibir oncogenes (41, 42), activar a las 

células endoteliales y mejorar desórdenes mieloproliferativos al 

aplicarse clinicamente, como por ejemplo, se ha visto que la 

deficiencia en IFN-a va relacionada con algunas enfermedades como 

las leucemias. 

Al IFN se le relaciona también con las vias supresoras que 

participan en la hipersensibilidad de tipo· tardio, en las 

reacciones de injerto contra huésped y del huésped contra el 

injerto (43). Se le ha relacionado también con el desarrollo de la 

tolerancia materna hacia el feto (44), también se ha visto que la 



aplicación dé los inductores de IFN ayuda: a pr_olong_ar _ la 

permanencia de los aloinjertos en ratón:: (45); ii'~rúcipa~d.o al-
_,_.,· ·.·: •. ¡_"· •. ·.:·, 

parecer en el fenómeno conocido ~Omo ·:t~l~~an~i~~--i~~~~-o'fó~'i6¿-~---(-46) ~ 
Esta se considera como una forma_ de ·ii:is~-~sib~li-~i~:~ .. (~-~~'~0~~;~-~~:>!io~~~ .. ~­
una ausencia de respuesta inmune hacia e1:· -es~i~hi:~·~j~:ri~:l-~;~'.f6~~~:'. 
debido a la inmadurez o incompetencia del sist~~~ ~~inm~-~~/i~~-~/:·:~'i~~~ 
se desconoce la manera como el IFN .induce este efe'éto~~~::'-· .:"; · ~-~::;~~--e· 

;t!_ 

-
"~-::~',.;:_---_,<-'.'.· -

Erecto del Interrerón en la Producción de Inmunoglobulinas 

Uno de los aspectos ya mencionados en los cua1~s·;;-~1Vii~~,; __ es 
_:':·.,:._:::'._·· .. -/::" .. ' 

capaz de mostrar efectos es en la producción de inmunoglobu11nas;·- -· ,, -.-___ ,-
al actuar directamente sobre los linfocitos B. como - :-~e·: :~~:b·e -~ 

existen 5 grupos principales de inmunoglobulinas en el pÍ~·Smai-· 
IgG, IgM, IgA, IgE e IgO; en donde los tipos IgG e IgA-constan de, 

subtipos. Estos tipos de inmunoglobulinas cumplen distintas 

funciones durante una respuesta inmune de anticuerpos (47, :48), se 

pueden observar algunas de sus caracteristicas en el cuadro-_ 4 ~ 

La estructura básica de una inmunoglobulina se puede observa~ en 

la siguiente figura. 



lgG1 lgG2 lgG3 lgG4 

Cadena 'Y1 'Y2 pesada 

Cadena K,A K,A 
ligera 

Masa mo-
148 148 

lecular {k Da) 

Coefl el en te 7$ 7S de sedlmen-
taclón 

Concentra-
clón en 11ue- 3-10 1-7 
ro (mgtml) 

Activación de Complemento 

Vla cibica 

Vla alterna 

Transferencia 
por placenta 

++ 

~ 

")'3 'Y 4 

K,A K,A 

169 148 

7$ 7$ 

k'J.2-2 0.1-1.3 

++ 

! ! 

lgM lgA1 lgA2 lgO 

µ ~1 a2 o 
K,>.. K~A. K,A. K,A. 
970 160 160 172 

19$ 7S 7$ 7S 

0.6-2 0.7-2.3 0.1-0.6 0.006-0.2 

+++ 

NO 

Tabla #4.-Propiedades químicas y biológicas 
de las inmunoglobulinas 

(Tomado de Hicks y Diaz,1988) 

lgE 

E 

K,A. 
188 

8$ 

0.00006 



.-.. -.. • • •. •>~{ t. ~/ ?~~ •.·· .......... ··.... \ ..... ·· .. - ·, 
Se :~an · realiza.~o --l'l~m~rosc:>s: estudios -t~nt~· in vi tro como in 

vivo' en •al'lim~le,~ ·~om~;~-~\hi,ma;~~·j~s c~ .. l.~s .h~n mostrado que los 

distintos - tipo;,; .. ·de-·-· ínterferóri': son' capáées' .·de modificar la 

producción d~. a~ticJ..;tj;.;s? La ~~~ÜiC:~ciión va a depender del 

momento delaa~Úcacfón'del IFN?oCi..-~úiÍid;,.ctor ~ori respecto al 

estimulo _antigénico, y de la dosis apli.~ad~:~ ••• ~~-
En este punto encontramos un aspe"~t.o ,' i~PO~t~'~te -y, es" uno. de 

lo" objetivos de este trabajo: ver la'posibi..- :l.n'flu~ncia qu~· puede­

pl:-esentar el IFN endógeno inducido coii - la--~Jñ6léCüla e·n: é~tudiO-, 

sobre la producción de anticuerpos en el individúO. 

Se ha reportado que la aplicación del IFN después del 

estimulo antigénico suprime la producción de anticuerpos; sin 

embargo, también se ha encontrado que la inyección del IFN previa 

al estimulo antigénico aumenta la producción de anticuerpos. 

En relación a la dosis se ha visto que las dosis altas 

inhiben in vivo la respuesta de células formadoras de placas (CFP) 

medidas por la técnica de Jerne, mientras que las dosis bajas 

aumentan la formación de placas. 

En un experimento realizado en ratones, en donde se midió el 

número de CFP se encontró que la aplicación del IFN, al· miSmo 

tiempo que el estimulo antigénico producia un aumento en. : la 

respuesta temprana de anticuerpos (49). 

En otro experimento, también en rator:ies·,_., ·s"e.:-encontró .. ·:_~e -:1a 
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t:' . ~·;:e:~~-~; <1 
. ·c.·' v··; ·:i::_:.~:'.~ 

a~lic~~ciÓ~:·~;de;:'. ~~fi!.:'···· ~t~~.····~~·1 ~:~:~~~fi~f2. ···antigénico suprime 

.efectivamente.la respuesta··:de;CFP.;(50) ; .• •;;.se ha'.descrito también que 
; • .:· •• ; •• ·:· ; •• c •• ~';;;- ,\):Y?~-,: ·:\?--'.~-~:;,if'.,:;;t'.,;'-.. ~'~r'Y-:::,::.?Jf: .' )~:(.~:,:,:.~~:~:,;::-: :·\:~_:::>:~;)'.~" -:.'< ;_t->, .-_ = -:-

,la .. aplicación .,del::¿rFN'provoca·.una::reducción en ·el nllmero de clonas 
.- ;; •.·.:?.'.;-,\':O~'.:. <,",'._1.,• c·~'ff='"'.:'-·é:.~· ' ;¡¡;; .'; )~ .. ;·. :··.>. ~. :~'.;:; ·,::c,c;-;,• ,.,,. ~.:/{~- ~~~ 

.de }_as,;C:f'.~k(5i):'.·: .• J;¡ f'i{f""'·~ · 
·• ~i+~~ÚC,~f;•!~::~;b rFN-~ •· ;~f.~i~(~.,'~~~. ,<~os di as antes de la 

~~~$,;~~"~;;~\l~{f~~~f ~f~::::.::::~: 
t,°é~~JlleS~~• (S2)::. . "· . 

:rn :·vitro· se- ha eiiColitradO que cll ª~~di~- el IFN-a o B, o sus 

inductorés a cultivos de células de bazo de ratón, antes, al mismo 

tiempo o después que el estimulo antigénico, se obtiene una 

supresión de la respuesta a la formación de CFP (53). 

Se ha realizado la purificación de linfocitos B, linfocitos T 

y macrófagos, con la finalidad de realizar distintos cultivos en 

donde se mezclan de manera diferente estos tipos celulares y en 

ellos se ha visto, que la aplicación en estos cultivos de distintas 

preparaciones de IFN, eran capaces de inhibir la formación de 

placas, por lo que se ha propuesto también la importancia de los 

linfocitos T supresores o T auxiliares en la supresión de la 

respuesta de anticuerpos contra antígenos T-dependientes (54). 

Además, se ha descrito que el IFN es capaz de seleccionar el 

tipo de inmllnoglobulina a secretar, en particular el IFN-r, ya que 

estimula in vitro la producción de IgGz por células B en reposo 

estimuladas con lipopolisacáridos y se ha visto como un potente 
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irihibidor de la "expr~sióri ·de los isotipos. IgG2b, IgG1 e IgE (55). 

:in'vivo: el •IFN;;;r tfon,; un .i.nipó"rtante papel en la estimulación 

de sj_nte~Ú ~~: t~cii~';]y e~:~ l~ supreSión de IgG1 e IgE. Es capaz de 
''· ·. " - ,·::.;::;:c_·_·~-'~=l~ ·, ~h_:' .• 

promover-:·i"a-·:· ... s~~t~~ls~;- -y~:::em·iai.ón- de· componentes secretorios, los 

cuales so~ lmfi~~~a~fJs•~ar•tl~s inmunoglobulinas tipo IgA e IgM, 

además que mejora la fagocitosis de complejos antigeno-anticuerpo 

par macrófagcis cs6¡. 

-Inducto.ras de J:ntarfarón 

Un inductor de IFN es una molécula que al entrar en contacto 

con los distintos tipos celulares que se han mencionado, estimula 

la producción de esta linfocina en ellas. Se conocen diversos 

tipos de inductores, entre los que se encuentran: antigenos 

tumorales, virus, protozoarios, bacterias, productos microbianos, 

ácidos n1l.cleicos extraños para la célula, asi como compuestos 

sintéticos como policationes, policarboxilatos y polinucleótidos, 

siendo el más utilizado el poly(I):poly(C). 

Uno de los primeros trabajos acerca del uso de inductores de 

IFN data de 1953, donde se utilizó un ARN de levadura el cual se 

aplicó a ratones y fue efectivo para inhibir la infección por virus 

MM. Posteriormente entre los años de 1960 a 1970 se dió un gran 

despliegue en la investigación acerca de los inductores del IFN. 

Por ejemplo, en 1964 se obtuvo un virus de naturaleza 

polianiónica en un extracto del micelio del hongo penicillium 
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stoloni ferum el cual fue. capaz ·de iOhLb.i.~ la inuitiplicáción viral 

en cultivo de tejidos. Las caracterfstica·s ·' po~i.,ni:ónicas·. de este 

virus motivó la investiga~ión hacia compu~stos sintéticos 

semejantes como poliacrilatos e inducto;res, .Plástü:os (piranos). 

Entre los años de 1965 a 1967 Braun y Narano (57), lograron 

iricrementa~la producción de anticuerpos en ratón usando complejos 

de polirribonucleótidos como el poly(A):poly(U) como adyuvantes. 

Se han utilizado como inductores de IFN, ARN de origen viral 

asi como· diversos virus atenuados: por ejemplo el ARN de reovirus, 

colifagos, bacteriófago MS2, así como el virus de la 

encefalomiocarditis, el del sarampión o el de vaccinia (58). 

Además se han utilizado diversos inductores de origen microbiano, 

entre los cuales se han mencionado bacterias gramm negativas o 

endotoxinas preparadas de su pared celular, además de otros 

microorganismos como ricketsias y protozoar los, y productos de 

origen fúngico (59). Los primeros trabajos que se tienen a este 

respecto datan del año de 1970 en los que se utilizaron bacterias 

como Brugella, Escherichia, Salmonella, Yi.12.d.Q, etc., y 

protozoarios como Plasmodium y Toxoplasma, además de hongos tales 

como ~, Streptomyces y Alternarla. 

En el año de 1969 se encontró que un ARN homólogo modificado 

por tratamiento con ácido nitroso era capaz de inducir la 

producción de pequeñas cantidades de IFN (60). Además, durante esta 

época se trabajó con ARN de doble cadena tanto natural como 

13 



' ~ ·~; .; " 

· .. ?:e/'/; · · 
s.intético, ::-.~e .. como se ni~1:1-cion6- flri.terior:mente era· ·cap~z-· d~ pl-oniover 

la sintesis de IFN. Las .investlgacione~ posteriores se realizaron 

con diversos compuestos sintéticos, como el poly(I):poly(C) que es 

un producto derivado del ácido policitidilico y del ácido 

poliinosinico, el cual semeja un ARN de doble cadena y reproduce la 

que parece ser la principal caracteristica para inducir la sintesis 

de IFN y que es la presencia de una estructura secundaria con un 

gran número de cargas negativas (61). otros compuestos sintéticos 

utilizados actualmente son los piranos, compuestos plásticos (ácido 

maleico y éter divinilico) que cumplen con este requisito. 

Estos dos tipos de inductores mencionados se aplican 

actualmente. Los resultados obtenidos acerca de su capacidad como 

inductores de IFN son muy variados, entre ellos existen resultados 

que se pueden considerar como excelentes, como ejemplo se tiene un 

experimento realizado en ratones en donde la aplicación de 

poly(I):poly(C) provocaba la regresión de tumores transplantados 

(62). 

Se ha utilizado también el poly(I):poly(C) en el tratamiento 

de afecciones muy diversas como: infecciones por protozoarios, 

infecciones provocadas por los ·.rirus del herpes, sarampión y 

varicela, entre otros. Además, como se mencionó anteriormente se 

utiliza en el tratamiento del cáncer. Se ha descrito que este tipo 

de compuesto activa el sistema reticuloendotelial. Sin embargo, su 

aplicación con fines terapeúticos en el hombre ha dado resultados 

muy contradictorios. Por ejemplo, existen algunos reportes en donde 
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··•.'}.~) <"_,,, .·:\;;·\·; :c·.rT/~ ....... . 
se d~ltl~esi;ra S qu;;} ~este 1J1Cí~6to~-: estiltl~ia gran 'sintesis d.e IFN y 

ayuda' ~1.irat~~i,~J1to .d~· ~~obi~n:ils on¿oló~.J.¿~k, ·(¿J ¡~,': ~riF;a~i6hay 
trabajos'dÓnde .. .,. reporta. una. pobre iíiducd.ón'de'.iá ~r-.;dllcciÓhd;. 

IFN (64). se han publlciao ~ist.into~ trabajos.~~ i:.i;;;.st:i¡J~~:i6~·~e 
r~port~n 

obtener 

que. ·:1cls cantidades- necesarias· ~~--_:-~1~:f~~.~:-¡:~J~·~Í~f;:1 para. 

una buena estimulación de la s1rites.Í.s' . ci;,; ' 'IF'N' sori 
';;;:;,:.:-.:._~-:..:::: )~ •"_ 

extremadaménte altas para el individúo' a1•; ctiai'"se ·:'ápiJcá;~~·;.-,:, :• 
general se ha_ visto que existe una baja ;~;¿j_~i~~~j'. ~~:f. ccfmo'Ün~ 
baja producción de IFN (65). Se sabe, ~e ~lgu~od indi~iduos so~ 
incapaces de responder, es decir~· -·1_1~'-mue-stra·n·""rii~guna respuesta 

cuando se les aplica este -tipO~: -~dé-;·It~dúCfOJ;:--,,_~st~ se ha - visto 

principalmente en individuos ~~~ p~~l:,J:~~~: -~: cáncer de piel. 

Este tipo de inductor: se ha ·invest_igado extensamente, desde 

su descubrimiento en la décclda ~e~ ;960~-: y actu-almente se sigue 

trabajando acerca de ,su uso, para tratar los más diversos 

padecimientos. Se ha utilizado, en combinación con otros 

compuestos como policarboxilatOs, IFN-a, etc. (66), todo esto con 

la finalidad de potenciar la sintesis del IFN. 

La utilización de los diversos tipos de inductores 

mencionados presenta problemas debido_ a los efectos secundarios que 

provocan por diversos motivos tales como una mala purificación de 

los mismos; como ocurre con los extractos bacterianos. También se 

ha encontrado que algunos inductores sintéticos (piranos) tienen 

una larga permanencia en el organismo y alcanzan niveles tóxicos 

para el individuo y provocan problemas como trombocitopenias (61). 

Otro problema que se presenta es la sensibilidad del inductor 
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a l'a acció~ _de_ las.· nuc1easas ·Ce1~1ares·,, .. e;;-to - se--):~~: _·e~cOnt-rado al 

utilizar ARN virales y homólogos, así como polinucleótidos. 

Por todo lo anterior se concluye que ·la-· investigación sobre 

la aplicación de inductores, asi como el encontrar- el inductor 

ideal tiene aún un panorama bastante amplio, sobre todo mientras se 

siga desconociendo el mecanismo por el cual se da la producción de 

IFN. 
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- --A N T E e E o É N T E s 

En- el Instituto_ de Investigaciones cientificas Hans selye 

A~c. ~- (I1cilsj"; lliiicad~~en Avenida San· Bernabé No. 416-lOOd, col. 

San .Je!róiiimo·,Lidic:ie en Mexico, -o. F;. se aplican desde-hace más de-JO 

años tratamientos terapéuticos a base de coenzimas, enzimas y 

ácidos nucleicos, además de una técnica de terapia celular, 'cúya 

final-idad_ es -.;ejorar la calidad de vida de individuos ancianos, asi -

como la de pacientes afectados por padecimientos de diverS~-indole 

(virales, degenerativos, hormonales, etc). 

cuando es necesaria la realización de implantes, transplantes 

de células, tejidos u órganos, se tiene el problema del rechazo 

inmunológico. Para evitarlo, se recurre al uso de 

corticoesteroides o de otros inmunosupresores, como los rayos X, 

globulina antilinfocito o agentes citotóxicos como la 

ciclofosfamida, azatioprina y el metrotexato. Sin embargo, estas 

drogas afectan profundamente el sistema inmunológico y provocan 

diversos efectos secundarios. Como una alternativa se pensó en la 

aplicación de un compuesto capaz de incrementar la sintesis del IFN 

natural, el cual como ya se ha visto cumple un papel muy importante 

dentro del sistema inmunológico, y además es capaz de promover el 

fenómeno de tolerancia inmunologica, el que es un aspecto sumamente 

importante que no se ha investigado a profundidad, y con el fin de 

poder evitar, al utilizarlo, los efectos secundarios producidos por 
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: ...•.•. · ...... ·,:!~ <.. >· .·:. 
in~un.os~pr.~so~eis .:: los 

r ibonu.::01e16.:.·• d;.•tran"fer;.nc;i.a mc;ci:i:f i.c~CÍ~··.• (Aiui( Hru•i'i: é 1·~~ ·si91~~LiWi, 
son laS.·: inicia-les_,. de1 :'. PrO-f. ·:~ i{~-~-~~t8\:A:lf¡~~:f'.:J:~~fj~~·j1~9-~B-~--~.'·-~i~n-

_,_ - - ·- ·- ,;·~0<::- - -- ::.·6'.~·- -- - - ···r 

estabilizó .·la molécula), ·ya '<Íu;,·c~Jf;1.~~;f;:~';i~~;;f~r':ii3'ti.i:.is,:'y~,;,,n· 

::::::::ón c:: I;;~. édi:::n~aªS::~~te¿J~JHff:6L~1f¡1Ji~·~i?~~:::· .. d~·~. 
IFN corno pÓsibie P~<Omo_t~~~~;.~ti~[~~~~~I~~~bii:~~¿i. ?~>i~\~~\~~·· 
durante la apli6aclón]~e)~ t;ª8j~tf ·. <' y:_,!if ~; e' ' , , > • 

A ·continuación---,:~~~ :'men~iona·n ·;~Z{~~~~~:r; ,:d~~;,{'-i~/~:~_- ·i~s~·l7tf~~6~· 
experimentales. que 5;, ba'n obte~'icioc e~•~i'Íici~.;~ok;f¡¡; t.;püc:;~~ióh. 

algunos de· los . cuales .:_ e~tán- ·er(,· ~·~~~~:e~~- --~e del ARNt HAM, 

publicación: . . .. .. . 

:· >.:: ::_· -:>· .. <-- .. >;·_-,;-~ >~: ~ <-->: ; 
1 - Se ha aplicado en pollos afectados Có~ la· ;,nferÍnedad 'de 

Newcastle, en los 0 que se obtuv~ -una' _cii~m{~~C¡in-.·~~---:~~,~~~6.~~alvid~d-, 
lo cual tal vez se deba a que se i~dujo l'~ ~1rit~~J.~ d;, IFN. ;,l C::u~l 
despliega un efectoanÚviral: .. , . ,'· .,.':;~;~··. 

:·:~i"ti1f~¡~~i~{~llT~i~\~iíi~J~< · ... 
car~~t~r~~:~ti;;¿~/~~--,; ~~·~,~: erl'f'~1~ditCi: ;;_, -:.;:,,. ,,. i-i'íi:~Y-~~~~-~~~ ·,;,._: ,.,,:· 

~'.~-? -- . ;'~:~:·.~:; :·~-, ,, <-'.~,->-.:..:~ ~}:\ 
. . ~ 

3 - En. el cólera p.,',:~i.~6' ~l;apÚ~a~sé ;,i· Aiu'ít' RAM se logró 
la curación de !'~-~·-. ~~:ima1~~,·,, ~~~~~á:~~~' ~~:~·~~:~~~,~~--~:_~~ p~-~il)~-~ 
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4 - Se ha aplicado también con •:a ~¡l~li~a~ ~e:ést~~iar su 

posible efecto como ind,¡ctb;' ldel ¿~~~~;:¡~ ~e ' ~o~~ran6ia '-, -. --~__,., __ '""-

inmunologica, lo cual se• l~gr6:~a1·.~~1:~fr ~l"re~h~zo'~e im~7ª'ltes 
heterólogos subcutáneos pra~~ic-~~o~;-(¡;~;V~~~~~:-;~~;¡~?~~-Y~~qlli~~á ~ ~-
( 67). {;?. . .. ·;, . ····· 

,_ :...';·.~'.:.ói' ~}-::: .~- ::- } 

- - :--·A--'~, e~¿ ~-~I~~~~ _e~_:~~;;;_= 
5 - En humanos el ARNt 11AM+;~<f'.¡}¡,•;;~idiiii~ac;;;¡i~ai'~c"~i 

-- - .. " ·- - - - '· "'' . '-:>:~·- ·.,"-•-. '"' '·¡.,-

tratamiento de problemas auto inmunes· Có~O :> iá./·a~.tr~~fE{/reum~~'.~;~d._9;,-
esclerosis múltiple, lupus 

disminuyendo los sintomas de la enfe~edad .(6~j; 

6 - Se ha aplicado también en el tratamiento .. de;pacferítés con 

problemas virales como: herpes zoster, l'i~Pa~~~i'~·~, ;~_::{~-::7 con 
,·.· ¡.,.· 

resultados favorables, al observarse la di~~1-nUC'i'Ói1- :-~ ·:. b:Í~-n -la 

desaparición del padecimiento viral, lo que .. ind:i.:~:~~f~···~¡;¡, posible 

producción de IFN, ya que se observa unO.de·1o·s:'efEtétO_S_del-IFN, 

como lo es el antiviral. (68). 

1.- ~e ha utilizado en humanos con la finalidad de evitar el 

rechazo a la terapia celular (implante heterólogo y heterotópico de 

médula ósea e hipófisis) que se aplica, obteniéndos"l!-"f'ésultados 

favorables al evitarlo, con lo que podemos proponer un posible 

papel como inductor de la tolerancia inmunológica.(69, 70, 71). 
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Esta s'erie de datos experimentales y clinicos permiten 

proponer que la molécula aplicada (ARNt RAM) interacciona, gracias 

a sus caractei-isticas, con el sistema inmune y que induce la 

producción -di! IFN, cfo manera qtie se manifiestan algunos de los 

efectos de éste- como __ son _el antiviral, inmunomodulador y de 

inductor C!eia toleranciá inlllunológica. 

Sin embargo;: lo anterior sólo permite proponer la presencia 

del IFN en forma indirecta,· de aqui el interés por encontrar una 

forma directa y cuantitativa que nos permita demostrar la 

producción del IFN con la aplicación del ARNt Hl\M, En este trabajo 

se aplicó el inductor, tanto a sujetos normales como en aquellos 

que mostraban algún padecimiento crónico. Como dato adicional se 

decidió valorar los ni veles de los tres tipos principales de 

inmunoqlobulinas las cuales también se encuentran relacionadas con 

el proceso de rechazo . 

..-- . 
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H I P O T B 8 I 8 

Si la aplicación experimental de cualquier ácido núcleico 

exógeno de doble cadena tanto homólogo como heterólogo es capaz de 

inducir la s1ntesis del IFN tanto in vitre como in vivo, proponemos 

que la aplicación de un · ARNt HAM modificado de origen vegetal 

incremente los niveles plasmáticos de esta linfocina en humanos, y 

lo cual modifique a su vez los niveles en el plasma de las 

inmunoglobulinas de tipo IgG, IgM e IgA. 

O B J B T I V O 8 

1) Establecer las condiciones óptimas para la determinación 

de los niveles de IFN en plasma humano mediante las técnicas de 

inhibición del efecto citopático (IECP) y la técnica de ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

2) Determinar los niveles plasmáticos de IFN total e IFN-r 

en sujetos normales y en sujetos afectados de procesos 

degenerativos que reciben ARNt HAM como inductor de IFN. 

3) Estudiar si existen diferencias en los niveles de IFN 

total e IFN-r plasmático antes, y durante el periodo de aplicación 

del ARNt HAM. 

4) Establecer la correlación entre los niveles de anticuerpos 

presentes en el plasma de los sujetos con respecto a los niveles 

del IFN total que presentan, antes y durante el período de 

aplicación del ARNt HAM. 
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G~po de estudio. 

S_e estudiaron 3 grupos: el grupo I (control) integrado por 15 

sujetos clínicamente sanos, qrupo II integrado por 15 sujetos 

a_lgu.r:ios de los cuales mostraban diversos·~-tipos de afecciones y 

otros acudian por profilaxis a recibir el~,tratamiento _(Tabla #5), 
,-·- ." ·.: 

y el grupo III integrado por · 8 sujeto" con .caracteristicas 

similares a las del grupo II .(T!>bla #6).: Los grupos II y III 

recibieron ARNt HAM asi. como terapia. celular·;, Dél - grupoC::rII - se 

determinó unicamente el IFN-r:-

A los sujetos del Grupo I se les tomó 11nicamente una, muestra 

de sangre periférica (5 ml) de la que se obtuvo el plasma, con el 

objeto de determinar si existia IFN circulante sin la aplicación 

del ARNt HAM. El intervalo de edades va de los 20 a los 35 años 

con una media de 28 años. Este grupo se formó con sujetos de este 

intervalo de edad porque fue dificil encontrar donadores 

voluntarios con edades similares a los grupos experimentales. 

En los sujetos del grupo II, el intervalo de edad va de los 

32 a los 72 años con una media de 52.6 años. A este grupo se le 

tomaron muestras de plasma, antes y durante el periodo de la 

aplicación del inductor. Y se analizaron con las técnicas de IECP 

y la técnica de ELISA por inhibición. 
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Tabla 5. Sujetos del Grupo 11 

# 

- ---- --
;~~-~_ú)~~~ #~ 

10 

11 

12 

.fa 

14-

16 

Sexo Motivo de consulta Edad (a~os) 
F Profilaxis 71 

M Ulcera duodenal 61 

F Profilaxis 46 

F Osteoartrosls 66 

F Ntrllls reuma- 32 
tolde 
Lupus eritematoso 47 
sistémico 
Osteoporosls 63 

Osteoartrosls 69 

Ntralglas 66 

sexo· -t.fo!lvi:l' de consulta 

F Hls!loclloma 
controlado 

F. Profilaxis 

F Artrllls reu-
matolde 

F Profilaxis 

F Profilaxis 

F Profilaxis 

F• femenino 



Tabla 6. Sujetos del Grupo 111 

Su Jeto # Sexo Motivo consulta Edad (anos) 

a F Osteoartrosls 63 

M Profilaxis 40 

F Osteoartrosls 61 

F Profilaxis 41 

F Osteoartrosls 63 

F Neurosis y - 40 
gastritis 

F Profilaxis 62 

F Neurosis 63 

M Control 40 

F Control 41 



Con. la finalidad de probar otra .variante de la .. ELISA ·y 

reducir en lo posible la degradación que pudiera: suf~Lr:. ~L.rFN-r 

'.·.::.','..:"';.:_ .. ::.:.::--'-:'':' 
elº grupo III de sujetos, los que se analizarOn pór-."la·~ t'écliiCa·· cie' 

ELISA indirecta. En este grupo el intervalo de edad fl~~¡~·~ :cie.0i6s 
40 a los 62 años con un promedio de 49.1 años. 

Para obtener las muestras de plasma de los distintos sujetos.f 

se tomaron 5 ml de sangre periférica en o .1 ml de hepariri,;. en 

condiciones estériles. Cada una de las muestras se centrifugó 

entre 1,200 a 1,300 rpm durante 10 minutos. Se separó el pl8Snia~ el 

cual se recolectó en pequeñas alicuotas y se congeló a -70 •e hasta 

su procesamiento. 

En los grupos de estudio II y III se tomaron muestras a 

diferentes tiempos: la primera antes de la aplicación del ARNt HAM, 

la segunda de una hora treinta minutos a dos horas después de la 

aplicación del ARNt HAM (200 mg en cada aplicación), tiempo que 

transcurre entre la aplicación del ARNt HAM y la aplicación de la 

terapia celular. En 8 sujetos se tomó una muestra de plasma 5 dias 

después de la primera toma, para determinar los niveles de IFN 

total ( IFN total se le denomina al IFN que se encuentra en el 

plasma, sin hacer ninguna distinción entre los 3 tipos de IFN que 

se conocen) y de IFN-r. 

Para el grupo II se tomaron muestras adicionales a los 5, 14, 

21 y 28 dias para realizar la medición de los niveles de 
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anticuerpos·' c·irculantes> · ; : -. 

·La ·d~~~rmiriJ~1ó~i~e'fi~s ·~¡~~Íes¡~e lé '~b~al'. en, el: plasma se 

reaiii6 me~iarif~'.: la,\écni~;'. de ·1nhii::ición d~'i ~ .:.~ecto. citopático 

(IECP) de ~i.p1{c) ;,:~;,' iR);·~~;~l~~fr;: ~~~~:'.'~~~Ii'f¡¡J~;?rii~~rei~ d~ IFN 

(72):; ·~'¿i').~~;'.~2:c•:••::,:~;,,:+•>'~·f'::,c;cc. 

<se:elllp~eó;.¡~ ~¿~~t~::.f~-ELISA po~~ iiililbi~ión ~a1"a. determinar. .. 

de manar~ -·~~i~Í~~i~~··>i-~~~;:~t~~:ft~'-/á:~/±~-~~'.~f'.:~~;if~}~~t~·i:~~~:·/~,~~~{'~~~: ~ 
como• el·. inmunC>n;c)d;,:(~ci()~a.1~,,J.ii;C:if'~~\!i;'~J:·i~~{¡•i;ii~~/hti>éi~. ¡¡.;, '.:tFN. 
AciiCióiial:mente sé realizó ~¡~fJr. J~~· fr.;~~ ¡;:;~ii~~td;: · 

-Propaqación viral. 

Una de las primeras fases a realizar fue la propagación 

viral. Una monocapa confluente de células Vero (apéndice 1), en 

botella de cultivo de 50 ml (NUNC), se infecta con virus de la 

estomatitis vesicular (VSV) (apéndice 1), 500 µl de un concentrado 

viral diluido en 500 µl de medio de cultivo (RPMI, Siqma, co.) con 

suero de ternera fetal decomplementado (SFT, Sigma, co.) al 10 % 

(RPMI-10) • El inóculo se incuba por 45 minutos a 37 ·e, al 

terminar este tiempo se adiciona 1 ml más de RPMl-10. Después de 

comprobar el efecto citopático (lisado y desprendimiento celular) 

con la ayuda de un microscopio óptico invertido (Olympus, modelo T-

041), a las 24 hr aproximadamente, se recolecta el medio de 

cultivo, lavando con este mismo medio numerosas veces para 

desprender el total de células del cultivo. El virus intracelular 

se libera por medio de 2 ciclos de congelación-descongelación. 
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La suspensión obte_nida ~e centrifuga (centrifuga Beckman, 

modelo FJ-6) por 10.-minutos a lBOO rpm a una temperatura de 10 

·c. Se recupera el sobrenadante y se determina el titulo viral por 

ensayo de placas. El virus se,fracciona en pequeñas alicuotas de 

1 ml y se conserva a -70 •e (REVCO). 

-Titulación viral. 

El VSV se tituló por medio de un ensayo de·microtitulación en 

placas (73) (fotografia 1)' en- ei cual' se realizan diluciones 

seriadas del virus a partir de 1:2.hasta 1:560. De cada dilución 

se adicionan 50 µla cada pozo de una caja de-cultivo de 96 pozos 

(NUNC), donde se sembraron ·24 horas antes, 30 ooo células Vero. 

Cada dilución se hace por, triplica~o~ y tres pozos a los cuales 

sólo se adiciona medio se usan ~omo ·testigos. Las monocapas se 

incuban durante 45 minutos,,, se retira , el virus no absorbido por 

medio de lavados con _amortiguador- d~ fosfatos (PBS) estéril 

(pH=7.2) y se agregan 2~0 µi{~::me~i~ de cultivo con metilcelulosa 

(Sigma, co.) al 2%. 

Al comprobarse la aparición del efecto citopático se retira 

el medio con metilcelulosa por succión. Se tiñen las células con 

cristal violeta (Merck, Co.) al o. 5% (peso/volumen) en metanol 

(Merck, Co.) al 70% durante 15 minutos, se decanta el colorante y 

se iava cuidadosamente con agua corriente para eliminar el exceso. 

Se realiza el conteo de las placas (fotografia 2) y se 

calcula el titulo viral con la siguiente fórmula: 
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Fotografia J. - Placa de titulación de los plasmas, las diluciones 
van de izquierda a derecha, las 2 lineas verticales finales son los 
controles celulares. La última linea horizontal es la curva de 
titulación del IFN. 



ufp/ml:,;.PV·;. :io X factor de dilución 
-,.,· ···-·' 

donde ufp · significa unidades formadoras· de placas, : PV son· las 

pl~cas virales_ contadas en las·monocapas que mostraban el efecto 

citopáticó y 20 es el factor de relación ·entre los 50 µ1 de 

dilución viral aplicada para encontrar el·. valor: correspondiente 

para el volumen de un mililitro; 

-Técnica de Inhibición del Bfeoto 

El procedimiento se realiza"· en: placas de 96 pozos de 
··.' 

microcultivo ·celular (NUNcf; ::r.a ·muestra a titular se diluye en 

pozo de una linea de la 

pla~~ ~~:.ti~~l_a~i:~ii~:~:.;-:;:~~{~~~ri::·~-~-i:·6'-~':~ ,,mi. Los pozos siguientes ya 

éontieneni o';i>mÍ{'.·.d¡;,.:iRi?M:~.;;fo,;.'cada .dilución de la muestra se hace 

por triplic:a.'~o;L~r~~sf~f:i.~néló Ó. l .ml. de un pozo al siguiente de 

manera ·auces·fva h~~~~ -;'J:»: i~~~l'.·-.;~e la linea. 

En_Cada:p1a:ca·seis de -~os ~.ozos se llenan con 0.1 ml de RMPI-

10 que sirven cOtito Cbnt:i:-01~-~-y.Otros seis con 0.1 ml. de RMPI-10 que 

funcionan como centrar viral·. ~ 

Cada pozo se siembra con 3 x.104 células, provenientes de la 

linea celular HEp-2 (apéndice 1), en un volumen de 0.1 ml de RPMI-

10, y se incuban a 37 •e por 24 horas. Al término de este tiempo 

se retan con 500 unidades formadoras de placas (UFP) en 50 µl de 

medio por pozo. Este mismo inóculo se adiciona a los testigos 

virales. 
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El volumen final de cada pozo es 0,25 ml. La placa se incuba 

hasta que los testigos virales muestren de .. 90 ··~··100%·: .~el 'efecto 

citopático. Se retira el medio de cada uno' de los' pozos y se tiñe 

con colorante cristal violeta como en la titulación viral. 

El titulo del IFN se lee como el reciproco de la dilución que 

dió el 50% de protección del efecto citopático en la monocapa 

celular, es decir 50% de reducción en el nllmero de placas virales 

(fotograf1a 3). Un estándar de laboratorio de IFN comercial 

(Sigma, Ce), se incluye en cada placa para ayudar a determinar el 

titulo absoluto de la muestra. La determinación del 50% de 

protección se puede determinar con y sin la ayuda del microscopio 

óptico invertido. 

-Técnica de BLISA 

Con la finalidad de hacer más especificas los resultados 

obtenidos se usó la técnica de ELISA en dos variantes: el método 

por inhibición y el método indirecto, ambas para la determinación 

del IFN-r. Adicionalmente se utilizó una ELISA por inhibición para 

determinar los niveles del Factor de Necrósis Tumoral-a (FNT-a) 

(74). 

-Katódo por inhibición 

como primer paso se realizó la conjugación con peroxidasa de 

rábano de 100 ooo unidades totales (UT) de IFN-r comercial (Sigma, 

ca.), según la técnica de Avrameas (apéndice 2). 
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. . 

. . . ·,·. . . - . -

Lá '~ia~li de i::i.IB'A • (Ma'xisorb, NUNC ( co. ) ; s~. sensibilizó con·· .'.in 

'a'ritic~erp'ó •in~ribcÍ~ii~'t ; ariti-IFN;.:;T (ICN;; 'aí.cifuedÍ.~~~\,¡) a •una 
=·. ":<- ;·::.~-.-:;~;: -:·~~_=/( --r'?':c~ ~,,_;;,,~'--2:_-. ::--:<(0 ·.' ,~ ;":....-:·-·i- .::>-:~_---~- .: ::·.- ,-._ -·~·: -; ·. !-:~-¿;._:. ;.-::.._-~: , ... ..- :._. .--:\·_:. 

;,ó;;~·.;;;¡,;;.;.;;,ióri. d;,;e ... u.;;J.(í;;Jes, n'e.'i.t;,aii~a;;t;,s ··ciJNi e;;:amorÜgÚador · c:IE! 

ca~bonati~s (pH='.9.6)\· por' pozo du:iárit~?;4 ~¿;x;.:.~ )l co.c; 
- '>--:-- ,. .. ~.. _;<-- __ , : -:~;j~~-:-:--~~:~~- ,,:.:~-'~ ~-:-;.:_;~ - '";~~:;: - __ ., ·,:;·; - ¡ - ;-:-=~~,::.::_ ~::: ~;-- -

-~::_).-:_~--~::,t _.:_'.{_.:·~~ ---
Se •'lilvó'. ;,J~t¡,r¡o~lint'¡i ~5. veces· con pa's 'con'- TWeéri 20 (T) 

'(sigína; .ce.), al 0.1 % y 5 veces con PBS-T 0.05%·; ,;e bloquea la 

placa·con 100 ¡¡l de albúmina sérica bovina (ASB) (Sigma, co.) al 1% 

en PBS en cada pozo durante 24 horas a 4 ·•c. Se repite el 

procedimiento de lavado. Mientras tanto se mezclan perfectamente 

100 UT del IFN-T marcado con 100 ¡¡l de una dilución de 1:100 en 

PBS-T o .1% del plasma, y se mantienen en agitación durante l hora, 

al terminar lo anterior se colocan so µl por pozo durante l hora a 

37 ·c. 

Se repite el procedimiento de lavado, al terminar se revela 

con 4 mg de ortofenilendiamina (OFD) (Sigma, Co.) más 5 µl de H2o2 

al 30%, más 10 ml de amortiguador de citratos (pH= 5), y se colocan 

100 ¡¡l por pozo. 

La reacción se detiene con 25 ¡¡l de H2so4 2.5 N por pozo y se 

lee a 490 nm en un lector de ELISA (Dynatech, Co.). 

- Método Indirecto. 

Se utilizaron placas para. ELISA de poliestireno (Maxisorb, 

NUNC) de 96 pozos, que fueron. sensibilizadas con cada uno de los 

plasmas en una dilución 1:100 en PBS-T 0.05% durante 24 horas a 
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Pos~~r:orin~~ie sr ~~~;if~~~~ ;d~s ,d{~~,;i6~~~ y se bl;,queó la 
'- ; '-.. ':'··.: ·_.- - .. c.~-:.: __ :::~(. \:~e~-:< ~";_. 1 :'.f-~ . -<.",;~· · 

4 ·c. 

placa con ASB al 1%.!eri PBS ;durá'_~~~if,t,fda':_la}~oche a 4 ºC. 

la placa c(,n;pss:'.::T i§1 ti:'os("6 v~é~~- ;;;;J~ ;.;:[;,¡i,'n¡C,, ; 
"•'-·- ···r ;t~~. ::¡~~'-_, .. ,,;'-. ;< ¡:;i-;-;_ i_,.:.-;c ,~L,',.,;-_·:·.-

- .--;-,-;¡· - _:;-:,-¡,~'--~~;;;:~':-~. . ~-¿:::. ,-- f':;:i,""::-~-- -~ -

·se :iava 

' -Al ~~r¡;,inii,~~s<i~i~6§b~if¡,_~ ',!'i:-~~-~C:-~Í'' ~1;, al\tic\l¡;q,c, Ínonoc1.ina1 
especifico para- IFN.:.:1-•·• hÚma;;o'a<uníi'concent~aclÓn ;iE,''s'UN- por· pozo 

_.-_· - ·.. :-·· ____ ,-,_- --

durante .2 hC,ras'.''a,.'._37 .. ':e,,·_· __ Se _·lavó, la_ pl.aca y se. colocó un 

anticuerpo conjugado co~otina ·_(Sigma, ,_co;), _que reconoce, al 

primer antic\lerpo, a una dilución l: 500 y se. incubó, durante 2 

horas a 37 •c. Se lavó nuevamente y se incubó ahora· con el 

complejo streptoavidin-peroxidasa (Ammersh.am, Co) , a una dilución 

1:500 a las mismas condiciones anteriores para finalmente lavar y 

revelar de la misma manera que en la técnica anterior. 

Tanto para el método por inhibición como para el indirecto se 

manejó una curva estándar, distintas concentraciones de IFN-f 

comercial (Sigma, Ce). Cada una de las muestras se ensayó por 

trip~icado y se calculó e1 resultado mediante extrapolación en la 

curva. 

- Determinación del Fll'l'-a mediante EL~BA por inhibición 

Se marcan con peroxidasa como primer paso 2 µg 6 54 000 

unidades t_otales (UT) de FNT-a (Sigma, co.), de acuerdo a la 

técnica de Avrameas. 

La placa de ELISA (Maxisorb, NUNC) se sensibiliza con una 

dilución 1:250 de1 anticuerpo monoclonal anti-FNT-a (Sigma, co.), 

en amortiguador de carbonatos (pH= 9.6), 50 µl p·or pozo durante 24 
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horas a 4 ·c. Se lava s veces con PBS-T 0.1% y 5 veces con PBS-T 

0.5%. Se bloquea con 100 µl de ASB-PBS al 1% también por 24 hrs a 

la misma temperatura y- al término se repite el procedimiento de 

lavado. Se mezclan 100 µl con una concentración de 0.02 µg ó 540 

UT del FNT-a marcado con 100 µl de una dilución 1: 100 de los 

plasmas en PBS-T 0.1%, se mantienen en agitación durante 1 hora a 

37 ·e, y se colocan 50 µl por pozo también durante 1 hora a.30 •c. 

Se lava y se procede a revelar como en 

que ya se menciona-ron. 

- Determinación de Xnmunoglobulinas 

Se determinaron los tipos 

clinico 

H-10. 

- Pruebas Estadisticaa 

Se realizó el análisis . '"um.•f1••~ .d .. ee • '(.ii?:"J:a~1za.)1(AJ10\7A) ••n'º 

computadora Mackintosh cl~s~~i~~~-~~1~~l~~.~~~i~~~:~~~-·:;. __ :¿~~ 
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. 1i··:g e u L T A· D•O e 

~s ni,;.;l~~ ~~.;.~J.i~ ~~¡:!iF/~.:~~l ~e~e~~~~~ ~o{ la técnica de 

IECP,.·•en ~J.¡,.;.;suj~f~s'~ • .i' ~~P~ ·i'.~~ii.~fon:,~~.3~i~/~iO~'i6o ii/~1, 
con un~ ~edi~ de 63 ~/ml (tá.bi~ #7) /E~ C:am,J>icFJ.~i·~af?re;; de IFN 

· tot.aÍ··.;n. ~r·•grupo n· fluct~arone,;tre].~ y}~~o}u/~íi~ritEi~_.:de la .. 

. a~licació,; del inciuctor (tabla #8) •. i.a'cÍi~t,;ibÚcl'Ó~rd.e-i~s ~a1rir~s 
-- -:_=; - ==o-·--·- º"'-Io;-~·::_-~-

de IFN reveló gue 3 sujetos mostraron ü tu las :·i~iclares'' de· IFN de 

lC?"U/ml, 5 pacientes tuvieron 20 unidad~B.,-:·---~-=~-ª~~S ·presentaron 40 

unidades, uno 80 unidades, otro. más ·160 unidades ycen~los.· últimos 

3 pacientes se encontraron Jto -·UriidadeS~ 

LOs valores de IFN obtenidos en nuestro estudio en los grupos 

I, II y III antes de la aplicación del inductor, se pueden 

considerar dentro de los limites norma.les previamente reportados 

por otros autores ·(75f. - No se encontraron diferencias 

estadisticamente significativas;· al comparar los titules .de ..• I.FN 

entre el grupo . contr91~·_.Y -~?-ª .--~_rup'?s: e~perimentales. :~nte_s_ · a_e. -_1_~­
aplicación del iriciuctoi::.' 

' ~-'¡~(; -

Al estudÍ.ar.~i .. rii~'e:(del IFN total 2 hora6°-después de -fa­

apÜ~~ci~n '~el ~f,~.(se~unda ~uestra) j, se 'obbvo u~á ~levación ·:· -.:·.>~· >;<-:.:· ' .. '_' _ _,..,'. . ···. - ., . -, - :- .· 
de l~ aC:.tividad.J:>Úilógica, determinado esto por la prueba de IECE>. 

La r"espues.~a más ··baja. se encOntró en -2 casos, cuyos valores 

aumentaron a so U/ml. En-·ocho sujetos se tuvo un incremento de 160 

a 320 U/ml y en cinco sujetos se ob~ervó ~'!.·_mayor incremen"to en los 

Tiiveles de IFN, cuyos valores fueron de 640 a 2,560 U/m~. Como se 

observa·, el 94% de los pacientes mostró un aumento en los niveles 
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Tabla 7. Determinación de IFN 
por la técnica de IECP (Grupo 1) 

Sujeto # 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

Valor (U/mi) 
64 
32 
64 
64 
32 
32 
64 

128 
32 
32 
40 
80 

160 
80 
40 

-
X• 63 U/mi 



Tabla 8. Determinación de IFN 
por la técnica de IECP (Grupo li) 

Sujeto # 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

* Valor en U/mi 

Muestra 1• 
antés 

40 
20 
20 

320 
40 
10 
20 x•94 U/mi 

320 
10 
20 

320 
20 
10 

160 
80 

Muestra 2• 
después 

160 
320 
160 
320 
160 
80 

320 
1280 

160 
640 

1280 
320 

80 
640 

2560 



basales de. IFN total lo que .es 'estadisticamellte· sigriificativ.o (p= 

0.01). 

JÚ. "'egulmiento d.;, B ;;ujetos .'n6s permitiÓ obtener tina tercera 

muestra a los 5 días de aplicado el inductor . (tabla. #9) • En• este 

g~~P~ ~'..;; ~bs~~ó qu~ en 7 c!e: l~s a casos los lli'lel~s cÍe I~N 
sllfi-ieron Un deScEanso~ ---cOn -reSpeic;:to a la- muestra tomada a- las- 2 

horas de la aplicación del ARNt HAM. Se apreció que 2 ·sujetos 

tuvieron un descenso de más . del 50 % del nivel inicial, sin 

embargo, en ~ p_ac!entes -1_«?~~ t~tu1'os de __ l:FN Se--- m'arltUViero~ est_abies 

o por encima de los niveles basales ·(muestra 1) en cada· individuo 

(p= 0.005). 

En el estudio realizado. a un sujeto testigo (gráfica #1), a 

quien en cada apli~ación, ·se.le administraron 200 mg del ARNt HAM, 

se pudo observar una· respuesta positiva en la inducción de IFN 

total determinado por medio de la IECP. El valor inicial de IFN fué 

de 40 U/ml, el cual se elevó hasta 320 U/ml con la primera 

aplicación del inductor. con la segunda aplicación del ARNt HAM se 

obtuvo un incremento hasta de 2,560 U/ml, que fue seguido de un 

descenso posterior (48 horas después) hasta un nivel de 320 U/ml. 

Después del tercer y ültimo estimulo, se observó un nuevo 

incremento de 1280 unidades, y un descenso posterior hasta 640 

unidades en la última muestra. 

En el grup~.· II, :·co'nf~rmado 'por· 15 pacientes con diferentes 

procesos inflama.torios ·crónicos, se encontró que los niveles 

basales de IFN-r. ·antes· de la aplicación del inductor .variaron de 

32 



Tabla 9. Determinación de IFN 
por la técnica de IECP (sujetos grupo 11) 

Sujeto # Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 
4 320 320 80 
5 40 160 320 
7 20 320 80 
8 320 1280 320 
9 10 160 40 

10 20 640 320 
12 20 320 80 
14 160 640 40 

p• 0.005 

• Valor de cada muestra en U/mi 
En esta tabla se observan los valores obtenidos en 8 
sujetos, en donde la muestra 1 es antes del ARNt HAM, la 
muestra 2 es a las 2 horas de su aplicación y la tercera 
muestra que corresponde a el registro a los 5 dias de la 
aplicación del inductor. 
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Gráfica 1.Determinación de IFN 
por la técnica de IECP 
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la 

se 

conoce que esta linfocina se· encu~il.tia ~~--ca·ñtid~de·s t.~:1iº·pé~eñas 
como nanogramos (76), en condiciones nornia1es (tabla:#lD). Estos 

hallazgos puden explicarse en parte, debidO a que~-1a. C-ori-CéñtraCión 

basal elevada de IFN-r puede asociarse con el tipo de~padecimiento 

que muestran los distintos sujetos estudiados (tabla #5) (39, 40). 

Después de la aplicación del inductor, los valores de IFN-r 

se encontraron en un intervalo que fue de 81.2 unidades a 2,374 

unidades. once de quince sujetos (73%) mostraron un incremento en 

los niveles de esta linfocina, después de la administración del 

ARNt HAM. En uno de los casos no se encontró ningun cambio en la 

producción de IFN y en 3 los niveles iniciales descendieron, los 

padecimientos que muestran estos 4 últimos.sujetos son artritis 

reumatoide, osteoporosis y un histiocitoma controlado. El análisis 

estadistico demostró que las diferencias encontradas, antes y 

después de la aplicación del ARNt HAM, fueron significativas (p= 

0.05). 

En la tabla # ll se muestran los niveles de IFN-r obtenidos 

mediante la técnica indirecta de ELISA correspondiente a los 

sujetos del grupo III, constituido por B sujetos que presentaron 

diversos problemas de salud (tabla 6) y 2 testigos. se encontró que 

6 sujetos mostraron niveles.de_2~.1· ;:> 5 ·u/ml de IFN-r, antes de la 

aplicación del inductor,· ·ll!~entrás,_.qu~ en uno no apreciamos ningún 
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Tabla 10. Determinación de IFN-gamma 
por la técnica de ELISA por inhibición 

( Grupo 11 ) 

Sujeto # 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

'7 
8 
9 
10 
11 

: 12 
1 

13 
! 14 
:.; 15 

Valor en U/mJ 

Muestra 1 
12.5 
81.2 

337.5 
206.2 
500.0 
187.5 

87.2 
109.3 
109.3 
300.0 
750.0 
925.0 
187.5 

80.0 
87.0 

Muestra 2 
2374.0 

462.5 
400.0 
462.5 
500.0 
625.0 

81.2 
143.8 
400.0 
250.0 
875.0 
212.5 
500.0 
400.0 
437.5 

•lonlflcancla 
eatadl1t1ca 

p•0.05 



Tabla 11. Determinación de IFN-gamma 
por la técnica de ELISA indirecta 

(Grupo 111} 

Sujeto # Muestra 1 Muestra 2 
(U/mi) (U/mi) 

a 2.5 500 
b o 130 
e 2.1 390 
d 3.9 580 
e o o 
f 5.0 1600 
g 14.0 1500 
h 1.0 1000 
i o 

• j o 
p·; 0.0001 



~~~i~ )~):el s~L:b ~',,it~lE~'.0f ;~9i~;i6 file de .i4'. U/ml. En 

Corltra·st-e/ ,~-ri·;'::?~~#'.~f~::r~]~·j_:~~~~\~~iü_~~:~~~~i~-riY iOs~ · ~iv.e1,~~--·.de·_ IFN-r, 

. desplié~de ~á aplic~Ci.'i~··del .inductor;\ 
· ; oéspué~. éíi!'t fil;, :~dini.iiff;;'t'?:.:.C::l~~~ "~t~ " Ami~,. ~. 1 ·. ~ilci.ebi:es 

mostraron; ;un ~;;in~remenÍ~):~t~ :{~~ ;(~i~~~~J1!.~.L;~1;~~~.: (87;5%!; 

~pr~ciailcio~~%'~i~i~v~f~t~~.i(iii;~~ t@b~tr~~g?~¡j~;~d~··~J'.°:'V/IDÍ~y·. el 

--·~-~~~·f~-~--f~~,~~~~·~:f:Y:~~~A~~~~t~~~:~~-~~:-~r-=:~~;~~~~,~~~-~-~~,~~f·~~-~~:?:~~~~~::~~~:~~-~'.~_~p·~,7 
Aunque ·la ·m~ .. ~tl"ª '"8;pe0'.eñ~-~1·a~ális; .. ~s~a~i'.'7~~º dGt~F'in~ulla 
dif;,i~~a{¡. ;~ign~Í'.~~~~Ú~~ct~· ó,boonp~~ª ios ·~~:Í~~·c:,~ ~n io~ 'Ju;. ~e 
ii1Cr;eme;ntó~~- ~1iti~~~..-a_e;~~:rFu-:~-.:-.-Los :7• -r-es'U'-rta~os-_-:~~t~~l~ eii~::~i~~· '=dc;:~-
i:esl:i<Jo~ n;,;·,¡;~~~i-~~¿~-nin<Jilri c~;ni,1;;. . .. .. (. <~· ·~.~c·:_.cr 

· Al {~~~1'~u~ ~r ~st~dio del IFN\0~~1; ~.i'ci.;tei:Íni.riaron los 

médiante ELISA por ii.hiblci¿~· .i1 suj etc testigo 
,·._-·:",-· ._;e_"<'.·.·: 
al•.que: se le aplicó el ARNt HAM. Con este. estudio; se observó una 

re~~~·e~~a· ~~lacionada directamente ca~ l~--~pl~:.~a~.Í.~n·cÍe1 inductor. 

El niv.;1 basal inicial fue de 6. 8 U/ml in~rell\entariclose hasta 87 5 

U/ml después de la primera aplicación del ARNt HAM; esto fue 

seguido por un descenso hasta l.09 U/ml. Con la segunda aplicación 

del inductor, se observó un nuevo incremento hasta 875 U/ml con un 

descenso posterior a 110 unidades. Finalmente, con la tercera 

aplicación del inductor se encontró un nuevo incremento de los 

niveles de IFN-r a 875 U/ml, obteniendose en la muestra final un 

registro de 171 U/ml. 

Al comparar los datos.obtenidos mediante la técnica de IECP'y 

a través del ELISA . por inhibición para el sujeto tes~igo, se 
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obs.e~ó·u~a: buena· Correlación .entre ambas técnicas. Las diferencias 

en los· Valores encontrados, se pueden atribuir a las 

ca7ac~E!Z.1StiCás propias de cada prueba, como son la sensibilidad y 

esp;.C::ificidad; ya que mientras en la ELISA medimos la cantidad de 

I.FN'-r ~ .. ·en la IECP detectamos la actividad biológica de los tres 

tipos d.e IFN que pudieran estar presentes en la muestra biológica 

(gráficas r y 2). 

Se realizó el análisis estadistico (ANOVA) entre los 

resultados obtenidos antes y después de la aplicaC::ió.:;· del., inductor, 

!=ºn la~_ d~s t~cniC?as, P~!ª- ~l 9!UP~- .~~! ~~~~-~~~1}~,~r- ,~i~~~~i:ici:as 

significativas entre ellas (p= o.0001). 

Como prueba adicional se llevó a cabo la determinación del 

Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNT-a), ya que se conoce que esta 

linfocina se encu-entra muy relacionada con el IFN, en especial con 

el IFN-r (77). Estas determinaciones se realizaron por una ELISA 

por inhibición, tanto en el sujeto testigo como en los 15 sujetos 

que forman el grupo II. El comportamiento que siguió en estos 

sujetos fue similar al observado para el ÍFN-r (tabla #12). Asi se 

observa, que- los valores basales se encuentran entre o y 10. 5 

ug/ml. En la segunda muestra después de la aplicación del ARNt 

HAM, los niveles se encontraron en un intervalo que va de 2.25 a 

10.5 ug/ml. Sólo 7 de los 15 sujetos mostraron·incremento en los 

niveles iniciales (46%) y s no tuvieron ningún cambio. El 

análisis estadistico mostró que las diferencias encontradas, entre 

lós· valores obtenidos antes y después de la aplicación del 

inductor, son estadisticamente significativas (p= 0.0191). 
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Tabla 12. Determinación de FNT-alfa 
por la técnica de ELISA por inhibición 

(grupo 11} 

Sujeto # 

1 
2 
3 
4 
5 
6 ' 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

Muestra 
antes 

o 
10.0 
1.25 
10.5 
10.0 
1.25 

o 
9.50 
6.75 
8.75 
10.0 
2.50 

o 
o 

2.50 

Muestra 2 
después 

7.0 
10.0 
2.25 
10.5 
10.0 
10.5 
10.5 
9.50 
6.75 
8.75 
10.0 
7.25 
7.50 
7.00 
2.50 

Muestra 3 
5 dias 

ND 
10.0 
6.75 
NO 
ND 
ND 
NO 
ND 
ND 
ND 
NO 
ND 
10.0 
NO 

(ug/mll ND•no determinado Significancia estadistica p• 0.0191 



inCrementO ·:·~n ·· s.~s :.:.~~~-~~.~~~)}-~~}~1}~~~~ ~-~_;uv.r~_~o~· · m~~~~ -~f~.~~f ~:~,~;~~~~.\~ó~. 
la aplicación del foductor : (gdfica # . 3) .: Se encontró un', _valor 

basal -antes• de 1'1 · ~pl~~~cAó~,~~i' ~f Hl\M _d~ O µgjk~, ~ .. ~'§p'ii~Ise -

incrementó hasta io ~g¡;n1·•e:óil la primera aplicacióri'del'1:Úlductor; 

Posteriormente, .oC~~~i-~.·j~~~ .~·~-i~~·iliuc.ión .~_as~a. ~; ?·~.-;7,~~~h!.·¿~_;i-¿~~~~'.:-:i~ 
segunda aplicación -•del' - inductor, se -,-logró : producir'-; un::; nuevo 

incremento hasta 10. 5 ~g/~l. De;~~é; -de u°ni.'l:~JC:~i~~~~~i.ú;¡¿l~n del 
ARNt HAM, se observó un nuevo inc~~ment,; de·-.. 1~~;~-~-~~~:;_.~~cJ/~l ~·_"Y este 

valor sufre un descenso hasta 7. 5 ug/ml _en la_ muestra final. 

La determinación de los niveles de anticuerpos se realizó en 

los 15 sujetos del grupo II, a quienes se midieron los niveles de 

IgG, IgA e IgM (tabla # 13). Se tienen B sujetos a los que se 

tomaron 3 muestras, 4 sujetos a quienes se tomó 4 muestras y 3 

sujetos con 6 muestras. con excepción de los sujetos 13 y 14 

quienes mostraron niveles basales elevados de anticuerpos IgG, lo 

que se atribuyó a un proceso infeccioso que mostraron ambos casos, 

no se encontraron alteraciones en los niveles iniciales o en los 

posteriores a la aplicación del ARNt HAM. Al realizar el análisis 

estadistico de los datos encontrados, no existieron diferencias 

significativas en los niveles de inmunoglobulinas en los distintos 

tiempos de muestreo, al comparar con los niveles reportados en la 

literatura como normales en el humano. 
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Determinación de lnmunoglobulinas (Grupo 11) 
lgG (mg/dl) 

No. de Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 

muestra 1213 1157 1600 1467 1128 1128 903 1467 

1128 1157 1608 1439 1185 1128 931 1693 
2 1185 1241 1608 1467 1100 1439 931 1495 
3 1100 1495 1128 1269 
4 1411 
5 1382 

6 

Paciente 9 10 11 12 13 14 15 

1126 1269 1326 1467 2172 2475 1411 

1157 1269 1326 1467 2172 4444 1467. 
2 1128 1184 1350 1128 1717 3838 1298 
3 1693 1717 2172 

4 1586 2222 
5 

Tabla #13a 



Determinación de lnmunoglobulinas (Grupo 11) 
lgA (mg/dl) 

No. de Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 
muestra 

344 129 420 430 215 368 289 164 

2 
313 129 424 405 209 362 289 193 

3 
313 129 448 418 209 160 282 178 

4 307 405 196 454 

5 350 

356 
6 

Paciente 9 10 11 12 13 14 15 

294 258 215 147 278 455 337 

2 295 264 215 147 283 394 356 

3 
289 278 209 387 283 414 319 

4 
178 167 455 

160 404 
5 

Tabla# 13b 



Determinación de lnmunoglobulinas (Grupo 11) 
lgM (mg/dl) 

No. de Paciente 1 2 3 
muestra 

4 5 6 7 8 

1 
120 110 110 160 197 43 43 117 

2 113 107 113 153 183 43 43 120 

3 127 120 113 157 177 113 43 117 

4 120 157 177 60 

5 130 

6 123 

PaCient~9 10 11 12 13 14 15 

117 127 43 120 250 303 167 

2 120 133 40 110 253 222 170 

3 
117 117 43 47 253 293 153 

147 262 354 
4 

127 353 
5 

Tabla# 13c 



D r s e o s r o N 

El IFN es una de las linf ocinas cuyo estudio ha recibido gran 

at~nción por su participación en la inmunomodulación, asi como por 

sus efectos en otros sistemas biológicos, como el neuroendócrino. 

Igual que otras moléculas de este grupo de mediadores solubles, el 

IFN y especialmente el IFN-r es producido en pequeñas cantidades 

principalmente por los linfocitos activados. Los reportes sobre la 

concentración plasmática oscilan de <10 U/ml hasta 300 U/ml para el 

IFN total, en tanto que las concentraciones del IFN-r se han 

reportado en nanogramos (76). Por otra parte, su determiñaCión 

puede ser extremadamente dificil, ya que la variación . en su 

concentración en las diferentes condiciones patológica~:- y: la 

presencia de inhibidores naturales, pueden dificultar su detección.­

Por ello, se requiere que el estudio del IFN se l:ea119·.; ~m·ediá'rite 
técnicas_ que muestren gran sensibilidad y especlf¡C:i~~~fj_(~--~ 

En este trabajo se utilizó la técnica de -;l:~~i:;-. ¡:i'árá la 

determinación del IFN total. Esta prueba permi t_e d~teé:t'ar la 

ac_tividad biológica del IFN mediante el estudio '!in vitro". de _su __ _ 
- ,.:-'...:;-,_.----,---=------

e'f~C:E()''''anl:ivi.:;;.1 ~Dlpleando células susceptibles · (HEp-2) a la 

infección-con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). La acción 

inhibitoria del efecto citopático por el IFN con este método, 

.permite contar con una prueba cuantitativa al relacionar el grado 

: d~'· __ inhibiC_lón · con una concentración conocida de IFN con lo que se 

logra-_detectar niveles tan bajos de IFN como 2 U/ml (78), al 

aplic8r_este tipo de estudio en diferentes muestras biológicas, 

cOinó. seria·· el sobrenadante de cultivos celulares, o en distintos 
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. . ',,''.' :. 

flllidos ~·corporá-les .. proce'denteS del· liúmanO .,.COinó'·:.'P1ásina, suero; 
''·.'. ,.'· ·.,;: 

liquidó amniótico, etc. .·.: < r: ,. ~~ '~~. :~ >'; 

Con este método logramos det~i-iUina;; niveles:de'i,rF;i.·.tot.al 8Ue 

van de 32 a 160 U/ml en el gruP,C> r¡; y\ e¡;',:;~I;'&gE~e>'~;-~rj 
' C:oiicentraciones que van de 10 a 320 Ü/nil ant~~"::ei;'1a'a¡:iil.é~'c:,lóndel . 

· '~ind11ctor y de 80 a 2, 560 U/ml después· de ·su 'admiriistracT6n.: 

La segunda técnica que utilizamos fue la de ELISA, la cual 

puede detectar hasta nanogramos y aún picogramos (74, 79) mediante 

ciertas modificaciones de la prueba, en la que se utilizan 

cofactores para las enzimas, sustratos fluorescentes, más de un 

anticuerpo monoclonal, etc. Este tipo de análisis se basa en la 

propiedad de las enzimas de poder ser marcadas con antigenos o 

anticuerpos en forma covalente, sin que el conjugado resultante 

pierda sus caracteristicas de reactividad inmunológica o 

enzimática. En este trabajo se utilizaron dos variantes de la 

técnica de ELISA, observándose en ambas un cambio notable en el 

nivel de rFN-T circulante después de la aplicación del ARNt HAM. 

Una de ellas fue un sistema de inhibición en la que se empleó un 

anticuerpo monoclonal para sensibilizar los pozos de la placa de 

ELISA e IFN-T marcado con peroxidasa. Su realización permitió 

determinar concentraciones de IFN-r en el plasma de los sujetos en 

intervalos que van de 12.5 a 925 U/ml antes de la aplicación del 

inductor, hasta m~s de 2,000 U/ml después de la estimulación con el 

ARNt HAM. En tres sujetos, sin embargo, encontramos que se da un 

descenso en los niveles basales después de la aplicación del 
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iriductOr/:-·=:mielttrás que en uno de ellos no --se<observ~<ningún 
' . - . __ , __ .. - - . :. -- ':._':_-, ____ .... ' . ·-' . . -~-

iOOV illíie~to; ·:·es-to lo podemos relacionar con· -tiri· -in'CrentBntO_·- ~n"'º-ia-

cal?a~l!ción por las células del IFN-T circulante·, mi.;nt;,ái;¡ ~e e;.. el 

- -·-sujeto 'que - no responde podria ser debido-_¡.- que no ·;muestra 

"ensibilidad al inductor utilizado. 

La ELISA indirecta fue de más fácil realización, ya que la 

placa se sensibilizó directamente con el plasma y la concentración 

de- IFN-T se determinó con el anticuerpo monoclonal y un segundo 

anticuerpo marcado con peroxidasa. Los limites de determinación de 

esta prueba fueron de l a 14 U/ml antes de la aplicación del 

inductor y de 130 a l,600 U/ml después del empleo del inductor. 

Con respecto al uso de inductores, tenemos que los primeros 

intentos por utilizar inductores de la producción de IFN se 

remontan al año de 1950, cuando surgieron diversos tipos de 

moléculas capaces de producir este efecto en estudios realizados in 

vitre y posteriormente in vivo. Algunas moléculas como el ARN 

viral, extractos bacterianos, etc, fueron útiles para favorecer la 

activación in vitre de linfocitos, macrófagos, fibroblastos, etc, 

y asi incrementar la síntesis de IFN. En contraste, al realizar la 

aplicación in vivo en humanos, se encontraron diversos problemas, 

ya que algunos de estos inductores producian algunos efectos 

secundarios en el paciente, como toxicidad y trombocitopenia. Por 

otro lado, las moléculas utilizadas podian ser neutralizadas por el 

sistema inmunológico antes de disparar la producción del IFN. Entre 

los agentes que se han estudiado como inhibidores de esta linfocina 
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.. ·<(;>· <- ._~-... ::·<·_- : .. J·'.~·-·· . >f·:.~·_:· < -. ·. ' 
destacan los ~ac:::z;:~~~_g~s~_, .. ~os·:.c~~l~s :pueden· fagocitar y degradar al 

inductor.;o: de·- IFN¡. -asi ~oco~o.~ .la's .nucleasas celulares, que son 

i.nhibidoras naturaies y las. proteasas de los fluidos biológicos 

(SO) que·pueden suprimir·1a actividad biológica del inductor. 

El ARNt HAM, que se empleó en el presente trabajo, es un 

producto de origen vegetal que se encuentra bloqueado en la zona 

activa (de transporte del aminoácido) y en la zona del anticodón, 

su· estructura secundaria asi como su masa molecular reúnen los 

requisitos fundamentales para poder promover la producción del IFN 

(81). Los resultados de este trabajo muestran que los niveles de 

IFN total e IFN-r se elevaron en los sujetos como respuesta a la 

aplicación del inductor ARNt HAM de una manera estadisticamente 

significativa. La mayoria de los sujetos no solo mostraron un 

incremento de la actividad biológica del IFN, detectado mediante la 

prueba de IECP, sino que estos niveles permanecierón elevados en 

algunos de ellos incluso 5 dias después de su aplicación. 

Paralelamente, la determinación de IFN-r por ELISA nos mostró una 

elevación de esta linfocina en la mayoria de los sujetos. 

Algunas de las ventajas que pueden obtenerse con el empleo 

del ARNt HAM, sobre los otros tipos de inductores de IFN 

actualmente en uso, son: A) que el estimulo se puede mantener por 

más tiempo ya que como se observa en los resultados, se logran 

niveles por arriba de los registrados antes de la aplicación del 

inductor hasta los s días, en comparación con los policarboxilatos 

y los polinucleótidos en los que se pierde el efecto a las 24 

horas de su aplicación, lo que puede ser debido a diferentes 
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~{;: "--.~~t:;~ ,:-:._ --~~e;::;;-~; 
h d~n ~.;:~~~~t~· a .las do!Íci~~~f~cii~~e~i;i~{llz~das. ·dai mf·HAM 

para '.Ío~;,;.r:>}a .. .iric:lu~ci6n ;.{~~~6i;f:i-~~~~·~~~·),~i~. ~~jica,ci'ór{ ·.;~ .•. •de 

:~:;~¡:~~:~:":~· ~~3:u~~fºk=~~:~~~~~g~~·tc~~~s~~e(:O:· l:gm~;::· -
- -,_, -.;-. ;;·;·,:.:-.~ -.- "·:...-·. -:: 

policar~~x~1~t~~ -> Y_i/-é~I;;~-m~~ , ~~r:ca_na : a la· de los los de 

polinucleótidos que va de 1 a .io~ni~/~9.c:l.e p~;.~,- eii donde el. limite 

máximo es-de 27 mg/kg; lo-que·da•una prodlicción·de. IFN de 2,000 a 

10,000 U/ml. Sin embargo, en el caso' de los policarboxilatos para 

obtener un incremento significativo en la sintesis de IFN se 

necesit~n concentraciones de 100 a 1000 mg/kg lo cual limita su 

utilización· en humanos por su toxicidad (66). Se puede considerar, 

por lo_ tanto, que las concentraciones utilizadas de ARNt HAM en 

este· trabajo, se encuentran dentro de los limites de aplicación de 

los inductores en general, con la ventaja de que la mayoria de los 

sujetos responden a su aplicación. 

C) Se observó que el ARNt HAM logró una 

significativa de IFN total en todOs ·los sujet'Os en Cont~~-~~~>-con 
o-'" . . - _:,,_. ';~·:y;_:· ' . ·:·-: . ·: ·_:_.'. -.. > -

los polinucleótidos, cuyo principal: problema .. es ia .. ·falta - de 

uniformidad en la producción ·de .IFN· a·n .·10S'<'cii;;·ti'n·t:6S ',Sitj~t~~s .. a; los:, 
. '-<·'-, <'~· : •. ;-~-~ ..•. ' -

que se aplica. · .-__ :_: :" :?:?~ ~~·~c:l'}}~i , .... ·;;:,,:/n -; \'.- -;;};!t;;· ~.,~~ 

D) otro dato relev~nte. ~s.~~~·:.:'~.~"~; 'é~<;'í1~g~-;c:;~~~~~'~b,;~~·~~~~~- -~h~~a, 
~ ~ ¡ ~"" 

que su aplicación m~est.re. ~-f~,Ct~-~:'l:.~~~-t~-~~.'.;·tf~:¿;i~-''._:~f~.-,~~:f~tóta'ilb ·con 
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en· ·1os':~iv·~1e·~· dé. IFN ·se;'manti,ene por más tiempo con relación a lo 

r:epor~ado -.,,·para otros tip~s de inductores, ya que aunque su 

aPii~8~i6n ~e reali~ó a las 72 horas -y ·a· las 96 horas, estos 

niveles no descendieron por abajo de los niveles encontrados antes 

de la administración del inductor. Esto sugiere que las 

caracteristicas del ARNt HAM, hacen que esta molécula pueda ser una 

buena alternativa para estimular la producción de IFN. 

E) otro aspecto importante, es que en cada aplicación el 

sujeto responde con un nuevo incremento en los niveles de IFN total 

e IFN-r sin perder la capacidad de respuesta ante un nuevo estimulo 

con el ARNt HAM, lo que contrasta con la perdida de la producción 

de IFN que se reporta con el uso repetido de los polinucleótidos 

sintéticos. También es interesante que el incremento especifico del 

IFN-r con la aplicación del ARNt HAM, contrasta con el gran número 

de trabajos previos, que reportan que inductores como los 

polinucleótidos incrementan principalmente al IFN-a e IFN-B, 

requiriendose de otro tipo de moléculas adicionales para lograr la 

producción del IFN-r (83, 84). 

F) otra caracteristica importante del ARNt HAM como 

inductor de IFN es que el incremento en la producción de esta 

linfocina ocurre en un tiempo menor con respecto al requerido por 

otros tipos de inductores. En el presente trabajo, detectamos un 

cambio en los niveles de IFN a partir de las primeras 2 horas 

posteriores a su aplicación, lo que comparado con las 8 6 24 horas 

necesarias cuando se aplican los polinucleótidos, constituye una 

diferencia significativa (83). 
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E~ ia:º inv~~tigación ~ii~~:a-d~~:mos considerar que cada sujeta 

es -~~·¡~~,<-.'..-~~-~t~~ ~-~~--: ,'~~-~-~'.~~~~~{~:iOfies ·,_basales de producción de 
-~- "·-f :~';':·.·:< ~-:-- ',· --'·.;_---·-":::·'_-:>::-'.;-.. :::·'-_~·· :··::~ 

li~fOcinas, ·~omo en su·respuestá al tratamiento con inductores que 

se apl~~e. __ En el _caso- de los sujetos ancianos estos no 

necesariamente pierderi- la capacidad de producir algunas linfocinas, 

-como la IL-1, pero s1 disminuye la capacidad de respuesta celular 

a los distintos tipos de estimules de este tipo. Además, en algunos 

sujetos con enfermedades inflamatorias crónicas y autoinmunes, el 

IFN-r puede tener un papel en la producción de daño tisular, ya que 

a este tipo de linfocina se le ha relacionado con los procesos 

inflamatorios localizados (85, 86), y se le ha implicado además en 

diversos procesos degenerativos y autoinmunes, asi como en la 

respuesta contra afecciones tumorales (87, 88). Lo anterior podria 

explicar en parte, el porqué algunos sujetos con enfermedades 

crónico degenerativas y/o edad avanzada muestran niveles elevados 

de esta linfocina antes de la aplicación del inductor, y lo cual 

puede constituir el motivo de otra investigación. 

Los niveles elevados de IFN-r que se encontraron en este 

estudio no implican necesariamente una rnej ar reacción de las 

células ante esta molécula, ya que se ha propuesto la posible 

existencia de dos tipos de receptores para los IFNs, que difieren 

en cuanto a su grado de afinidad y cuyo efecto biológico en la 

célula blanco puede depender de la concentración de esta linfocina 

(89). Asi, se ha demostrado, una regulación negativa de los 

receptores al usar niveles elevados de IFN-r en experimentos in 
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vitro, lo que puede impedir su internalizac;ión:y lá Überaéión en 

el medio. Esto nos puede ayudar también parcialmente a EixPlicar los 

niveles altos de IFN-r determinados por ELISA. 

En nuestro estudio incluimos a pacientes muy diversos, como 

aquellos que presentaban enfermedades autoinmunes (LES) o recibian 

el tratamiento por profilaxis, a pesar de ello observamos que la 

mayoria respondieron a la aplicación del ARNt HAM 

independientemente del tipo de afección que presentaban. 

El efecto de inducción observado con el ARNt HAM fue, muy 

claro, al determinar IFN total y mostró diferencias significativas 

también en la producción de IFN-T, al apreciarse que la mayoria de 

los sujetos estudiados antes y después de la aplicación de este 

inductor de IFN, mostraron un incremento sustancial en comparación 

con la cifra basal. 

La evaluación realizada por la IECP y ELISA nos permitió 

apreciar que la producción de IFN-r fue similar a la producción de 

IFN total, al mostrar que a las 2 horas de la aplicación del 

inductor, ocurria un incremento de más del 100 % en algunos casos. 

La oportunidad de determinar el IFN natural mediante la IECP, que 

mide la actividad antiviral de los tres tipos de IFN, y del IFN-r 

por la técnica especifica de ELISA, nos puede abrir una nueva 

perspectiv~ de estudio, en cuanto a la producción de los IFN-a, -B 

y -r favorecida por el ARNt HAM. 

como ya mencionamos· pueden existir diferencias individuales 

en la producción de IFN, lo cual puede depender de su sensibilidad 

al inductor, sin embargo, también debe tomarse en cuenta que las 
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diferencias ~ri~ont~adas ,-en ia .. ÍECP y ÉLISA - realizadas pueden 
,._., - ,.,. -

depender de 'la difererite capacidad anti viral de los IFNs. De hecho, 

s'~.~ha:·~~p<Jrt~do ~e los ácidos ribonucleicos, semejantes· al ARNt 

HAM, _permiten inducir la producción del IFN-a el cual puede mostrar 

~;,-~ayer ~fe~t~ anti viral contra el VSV al compararlo con el IFN-T 

(90), :si bien otros trabajos indican lo contrario (84). Por lo 

tanto, en nuestra prueba de IECP el IFN-a podria producir un mayor 

efecto de protección en las células HEp-2 que el IFN-T, y asi 

explicar la falta de una mejor correlación entre los niveles de IFN 

total y los valores de IFN-T. 

Por otra parte, al igual que en la actividad del IFN, las 

personas de edad avanzada pueden presentar un decremento de la 

población de linfocitos T circulantes, asi como de síntesis de 

IL-2 e IL-1 , en cambio la población CDS se eleva con respecto a la 

población CD4. Se conoce por lo tanto que se da un descenso en 

poblaciones importantes para la producción del IFN, por lo cual se 

esperaria una disminución en la producción de esta linfocina, lo 

cual no ocurrió, aún después de la aplicación del inductor. 

Independentemente, claro está, de los niveles elevados que son 

producto del padecimiento que muestre el sujeto. 

Los tres tipos de IFN pierden actividad rápidamente con la 

temperatura y por la acción de las proteasas del plasma; en 

particular el IFN-T es más lábil a la degradación por estos 

factores. Esto puede haber afectado su capacidad antiviral contra 

el vsv en la IECP. En la técnica de ELISA, es posible que la 

utilización de anticuerpos monoclonales contra el IFN-T puedan 
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'(r.>>·/{: reconoc~r ;.n;;·;po~~ióri··.d;;la ~~Ú~c'li~f~~ n~c'j~ri~~'.,~~e l.mplicada 

con su ~~~~~id~~ ~~~i~I~~~; : ;; ··clíi~ Pº"· lÓ Lt:anto su detección 

difiera ~e ~~a~~~,;i~ad ~iC>~ógica: 

; ~unque
0

el principal objetivo de este estudio fue d~te"rminar la 

concentración de1 IFN presente en el plasma, se obtuvierón otros 

datos de interés. Uno de ellos fue la correlación del IFN con el 

FNT-a (36, 37) ¡ otro fue la evaluación de los niveles de 

inmunoglobulinas. Se observó, por una parte, que después de la 

aplicación del AR.Nt HAM ocurria de manera similar un incremento del 

IFN y del FNT-a. El FNT-a tiene múltiples efectos biológicos, 

especialmente en el sistema inmune y puede actuar como un agente 

antitumoral o como un factor mitogénico activando el crecimiento de 

distintos tipos celulares (91), pero además, puede incrementar los 

niveles de los distintos tipos de IFN (92), por lo que el ARNt HAM 

al activar la producción del IFN podria consecuentemente provocar 

la elevación del FNT-a. 

Con respecto a los linfocitos B, se sabe que en presencia de IFN, 

se preserva la capacidad de reconocimiento del antigeno por estos, 

pero se pierde su capacidad de producción de anticuerpos (94). En 

general, en los sujetos estudiados en el presente trabajo en cuanto 

a la respu~sta humoral, no encontramos ninguna modificación en los 

niveles de inmunoglobulinas séricas, de los tres tipos medidos IgG, 

IgA e IgM. con respecto al sexo de los sujetos de estudio, no se 

encontró que existan diferencias significativas al comparar entre 

el sexo y los niveles de IFN, si bien es cierto, que la mayoria de 
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los .. s·ujetos corresponden al sexo femenino, tanto en el grupo 

e;,periÍn~ntal II como en el grupo control I, los niveles de IFN se 

ma·~tienen bastante homogéneos. 

Se debe considerar, sin embargo, que la falta de cambio puede 

deberse a que en una respuesta primaria ante un estimulo 

antigénico, la producción de anticuerpos tarda de 6 a 7 dias y la 

respuesta secundaria aparece de 3 a 5 dias después, por lo que se 

pueden considerar que los datos obtenidos a partir de los 5 dias 

podrian haber mostrado diferencias significativas en la producción 

de anticuerpos ( 93) , y en particular las muestras tomadas a los 14, 

21 y 28 dias después de la aplicación del ARNt HAM. Al realizar el 

análisis estadistico no se encontraron diferencias significativas, 

por lo que al conocer que se da la producción de IFN y conociendo 

el efecto que este puede ejercer sobre la producción y 

caracteristicas de los anticuerpos, se puede proponer un posible 

papel del IFN producido como supresor de la respuesta de 

anticuerpos da novo hacia la terapia celular. 

Coma ya se mencionó, un aspecto importante de esta 

investigación es relacionar la posible presencia del IFN y su papel 

como promotor del fenómeno de tolerancia inmunológica, observado en 

los trabajos ya mencionados (67, 68, 69, 70 y 71') y relacionándolo 

principalmente en este caso con su efecto sobre la producción de 

anticuerpos. De acuerdo, con los resultados obtenidos y observar 

incrementos en los niveles de IFN total, IFN-T, FNT-Q y al no 

encontrar diferencias significativas en los niveles de 
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inmunoglobulinas, se puede proponer una posible participación de 

estos factores en el desarrollo de la tolerancia inmunológica. 

Queda por definir si el empleo del ARNt HAM, y la consecuente 

modificación en los niveles de IFN pueden tener otros niveles de 

acción en la regulación inmune, ya que el IFN puede incrementar los 

niveles de AMPc, y su efecto como segundo mensajero puede actuar a 

nivel de los basófilos impidiendo la liberación de histamina, las 

respuestas inmunes mediadas por células estan reprimidas con el 

aumento en la concentración de AMPc, incrementa además el número de 

linfocitos T supresores (95), también puede modificar los niveles 

de prostaglandinas y asi bloquear la producción de IL-2, mediante 

el aumento en AMPc e inhibiendo la via de los fosfoinositósidos. 

Estos aspectos mencionados pueden ser algunos de los que 

formen parte del fenómeno de la tolerancia inmunológica observada 

indirectamente en los diferentes sujetos que han recibido el 

tratamiento. 
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e o H e L o 8 I o H.B 8 

1 - El ARNt RAM es un inductor de ·1a sintéi;;i.s-,de IFN, que además 

de promover la producción de IFN, co~;:S~ ·utfLiz~:éióri ~e -ini::rementan 

los niveles plasmáticos de otras linfocinas_como el FNT-a. 

- El ARNt RAM no ha mostrado hasta 1a fecha-efectos secundarios 

a la concentración empleada. 

3 - La producción de inmunoglobulinas no se modificó usando 

nuestro esquema de aplicación del ARNt RAM, con el que se obtuvo 

un incremento significativo en los niveles de IFN. 

4 - El aumento en los niveles de IFN, FNT-a y la constancia en la 

concentración de inmunoglobulinas en el plasma parecen indicar la 

manifestación de la tolerancia inmunológica con la aplicación del 

ARNt RAM. 

5 - La inducción in vivo del IFN puede tener un papel importante 

en la regulación inmune, cuyo estudio deberá profundizarse 

particularmente, en los individuos a los que se aplica 

conjuntamente la terapia celular. 

6 - Las técnicas de IECP y ELISA son muy útiles para la 

determinación de los distintos niveles de IFN total e IFN-T en 

plasma. 

49 



APBHDICB 1 

Las lineas celulares empleadas en el presente.trabajo fuéron 
~' - - ; 

donadas por el Dr. Erasmo Martinez cordero, Jefe del. Laboratorio de 

Biologia celular y Autoinmunidad del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias. 

Linea celular VERO (96). Es una linea heteroploide derivada de 

riñón de mono verde normal africano cergopithepus aqthiops. El 

cual se usa en estudios de duplicación de virus y ensayos de 

placas. 

Linea celular HEp-2 (96). Esta linea fue obtenida en 1952, de 

tumores producidos en ratas irradiadas y tratadas con cortisona, a 

las cuales se les inyectó tejido de carcinoma epidermoide 

proveniente de la laringe de un hombre de 56 años. 

Linea celular L-929 (96). Se obtuvo en marzo de 1948, es una 

de las primeras lineas celulares establecidas en cultivos 

continuos, derivada de la cepa L que se obtiene de tejido normal 

subcutáneo areolar y adiposo de un ratón macho de 100 dias. La 

clona L-929 es derivada del subcultivo 95 de la cepa original. 
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Virus de la estomatitis vesicular (VSV) (97). Del género 

vesiculovirus; familia o subfamilia Rhabdoviridae. 

Este~virus fue proporcionado por Carlos Castellanos del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

El virus es propagado principalmente en la linea celular VERO, 

sin embargo, también se puede propagar en las células L-929, y se 

conserva en conqelación a - 70 •c. 

Esta familia incluye virus que infectan a células animales y 

vegetales. Los que se encuentran en animales presentan forma de 

bala, redondeados en los extremos, los viriones varian en 

dimensiones, de 130-380 x 50-95 nm. son inestables a pH abajo de 

4, a la temperatura de 56 ·c y a la presencia del éter. La 

nucleocápside contiene ARN de cadena sencilla, en una hélice de 

proteina y una ARN-polimerasa, tiene una envoltura rica en lipidos 

con gran cantidad de glicoproteinas. 

destrucción celular, generalmente 

policariocitosis ha sido descrita, 
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APBNDICB 2 

Técnica deA'lirameas. conjugación de prciteinas ¿¿;¡, pe~o~Í.d·..:~a ¡9¿s. 
,-- :=-; :-- -';·---· --.... '·.--' _, 

Material: 

1- IgG de conejo, o el anticuerpo que·se dese.ái·c~iijug'i.r,:/' 
--~-.;-~,:-.;_~:_~-'"'.-"=---'-"''"' 

2- Peroxidasa de rábano. 

3- Solución acuosa de glutaraldehido al 25.t. 
-:_ .. , .,-_; -_-,· .''~·_; 

4- Solución amortiguadora de fosfatos ·O .1 !(pH;.,6_;·.a;'. 

5- PBS. 

Método: 

1- Mezclar 10 mg de peroxidasa en o. 2 ml de 'glutaraldehido l. 25 t 

en PBS pH= 7.2 a temperatura ambiente, con agitadió~·:~ua~e durante 

toda la noche. Diluir la mezcla a 1 ml con PBS pH= :.1 .. .i · 

2- Dializar contra buffer de carbonatos 0.1 M pH= 9.2; 2 cambios 

de 1 litro cada 4 horas. 

3- Se retira la bolsa de diálisis del buffer de carbonatos y 

100 000 UT de IFN-r se colocan en 250 ul de buffer carbonatos 0.1 

M pH=9.2 a temperatura ambiente con agitación suave toda la noche. 

4- Bloquear los grupos reactivos libres con 0.1 ml de lisina 

0.2 M. Dializar contra PBS toda la noche, centrifugar y eliminar 

el precipitado. Concentrar. 
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MEDIOS Y SOLUCIONES 

+ Medio de cultivo 

850 ml de Hz O desionizada. 

26 ml de bicarbonato de sodio c1.5i(· 
10 ml de antibiótico (SIGMA, Co.) 

10 ml de aminoácidos no esenCiai-es-~ (GIBco; Co). 

10.3 gr de medio de cultivo RPMI--(SIGMA,co.). 

Al terminar la mezcla de los ingredientes se filtra con ayuda de un 

equipo de filtracfon-niillipore--estéril-con membrana de 0.22 ¡.¡m y se 

adicionan 100 ml _de suer~_fetal bovino para tener el RPMI-10. 

+ PBS (solución-amortiguadorá de.fosfato-salina) 

se utilizan 2 soluciones: - · 

Solución a- O. 2 m· ·· 

Solución B- 0.2 M 

_NazHP04 (anhidro) ----. 28.4 g/lt_ P.M _ 142 __ g/mol'~ 

Se mezclan 165 ml de la solución A + 335 ml de la solución B + 74 

gr de Nacl, y se afora a 1 lt, con esto tenemos:Pss·o.1 M (10 x) 

Para tener PBS 0.01 M se realiza una dilución de l:lO y se ajusta 

al pH a 7.2 

53 



+Medio de cultivo con inetÜceiu1C>sa.al. 2t 

A 90 ml. de RPMI sel.e adiciCJn~~ 2~r de ;ie~ilcei'üiori~ (SIGMA,co.) 

·se filtra con membrana ~.22 ~,;; ~ ~~~~~~.J..;;i,;~,;~~ s~:.;greg~;., l.O Ínl ele 

suero fetal bovino. '<i·-' ,:\~¡~:->>'.-'.·\ <-.~ < 

70t con agua destil.ada. 

+ Sol.ución tripsina 

Tripsina (SIGMA,Co.) 

:~~·~ ;:~~0-~~\~,,=~ -,"~i~-
-----.;;:. .. ::_,_ ~s.::r 

o.s gr 

EDTA tetrasódico (Baker) •••••• 0.2 gr 

Se adicionan a l l.itro de sol.ución salina o de PBS y se fil.tra 

con membrana 0.22 µm, de esta solución se agregan 300 µl a cada 

batel.la de cultivo de so ml. durante 3-S min, y se adicionan 4 ml de 

RPMI-10, se recol.ectan todas l.as cél.ul.as despegadas y se centrifuga 

para lavar el exceso de tripsina, se resuspende el. botón celular 

obtenido en 1 ml de medio y se realiza el conteo celular con una 

cámara de Neubauer. 

+ Sol.ución .amortiguadora de carbonatos (pH= 9.6; o.os M) 

Na2co3 • • • • l. S9 gr 

NaHC03 ••• 2.93 gr 

Se afora a l lt con H20 destilada, ajustando el pH antes de 

terminar de aforar. 
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+ ASB-PBS al 1% 

A-100 ml de PBS pH= 7.2 se agrega un gramo de ASB (SIGMA,Co.), se 

mezcla suavemente hasta que se disuelva completamente y se 

congela a -20 •c. 

+ PBS-T alo.1_% y al 0.5 t 

TWeen 20 (SIGMA;co.) O.l ml 

-- 0,5 ml 

Se toma· la cantidad de TWeen 20 de acuerdo a la concentración que 

se dese~-, y se adiciona a 100 ml de PBS, se mezcla perfectamente. 

+ Ámortiguador de citratos (pH=5) 

Acido citrico O.l M •••• 24.3 ml 

Na,HP04 0.2 M •••• 25.7 

Agua destilada •• 50 ml. 
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