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V. RESUMEN.

En el presente trabajo se realizaron algunas pruebas para evaluar el papel
de un extrgc_:t_o Ie:u_cq_citario activaqo (ELA) (en proceso de patente), utilizando
como modelo de investigacién ratones machos de las cepas BALB/c,; trabajando
grupos control y grupos inoculados con dicho extracto.

Se realizd en primer lugar el conteo de poblaciones celulares sanguineas:
conteo de globulos rojo, gldbulos blancos, polimorfonucleares, plaquetas y
leucocitos, pudiéndose observar que la poblacién de células rojas no presento
ninguna variacién en ratones inoculados con el ELA en comparacion con los
ratones control inoculados con solucién salina fisioldgica (SSF).

Sin embargo los ratones inoculados con el EL'A presentaron un aumento
estadisticamente significativo en el conteo del resto de las poblaciones
sanguineas evaluadas, comparados con los resultados obtenidos de los animales
control inoculados con SSF.

También se encontrd que a los tres dias postinoculacion, el extracto
leucocitario mejorado provoco que el peso relativo del bazo aumentara; a
diferencia del peso registrado de este oOrgano, en los ratones que fueron
inoculados con albdmina sérica bovina.

La inoculacién del ELA en los ratones infectados con Mycobactenum
tuberculosis mejord el funcionamiento de la fagocitosis llevandola a niveles casi
normales. En la fagocitosis in vivo utilizando carbono coloidal, éste fue eliminado
mucho mas rapido en los ratones inoculados con el ELA comparado con los

ratones control.
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Ademas se evalio la produccion de anticuerpos en contra de gldbulos rojos
de camero observando que se producen en un tiempo mas corto en ratones
inoculados previamente con el extracto que en los animales sin él.

Por ultimo se evalud la inmunidad celular representada con la prueba DTH,
observando un mayor grado de induracion en los ratones inoculados con ELA
especifico para ABS.

Seria conveniente continuar evaluando ia capacidad inmunomoduladora del
extracto leucocitario activado en trabajos posteriores, asi como identificar
completamente las moléculas involucradas en esta actividad. ya que los buenos

resultados obtenidos nos dan una idea de su potencialidad,
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VL. ABSTRACT

In this work an Improved leukocytary extract (patent pending) was tested
using BALB/c male mice as animal model. To start, the effect on blood cells
counting was tested and it was found that white cells increased in number
compared with saline inocutated controls. This extract also augmented the
spleen relative size from inoculated mice and the process of phagocytosis was
improved in extract inoculated Mycobacterium-infected animals compared to
non-infected control animals. Antibodies to sheep red blood cells from mice
augmented in extract- inoculated animals compared to controls. Finally, animals
inoculated with this extract showed a bigger delayed-type hypersensitivity
reaction to seric bovine albumin. More research work is needed in order to
understand the effect of this extract on the immune systemn an to characterise its

components.
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1.- INTRODUCCION

11 INMUNOMODULADORES.

Los inmunomoduladores son sustancias capaces de regular el
funcionamiento del sistema inmune, incrementando, disminuyendo o suprimiendo
la respuesta inmunolégica. También son conocidos con los nombres de
inmunoestimulantes, inmunopotenciadores y modificadores de la respuesta
biolégica (Mulcahy & Quinn, 1986, Blecha, 1988).

El interés por el estudio de los inmunomoduladores se ha visto
incrementado en el campo de enfermedades infecciosas, terapia de céancer,
tratamiento de enfermedades autcinmunes, transplantes y medicina veterinaria
{Mulcahy & Quinn, 1986. Fudenberg y Pizza, 1993).

La inmunomodulacion se emplea para describir y/o producir la intervencion
o manipulacion farmacolégica del estado de actividad del sistema inmune.

1.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS INMUNOMODULADORES

El modo de accion de los inmunomoduladores es muy variado y depende
del producto en particular, sin embargo hasta este momento no es del todo claro
de que manera actian; en algunos casos, como la timopoyetina, el factor timico
humoral o factor de transferencia (FT), ha sido posible relacionar cambios a
niveles intracelulares de nucledtidos ciclicos en células inmunolégicamente activas
que provocan la alteracion de manera directa o indirectamente. Coffey y Hadden
en 1985, realizaron una revision en la cual enlistaron sustancias fisiologicas
sintéticas que actian sobre receptores de membrana de linfocitos, afectando los
niveles de cAMP y cGMP dentro de las células involucradas.

En comparacién con otros inmunoestimulantes, existe mas informacion
sobre el mecanismo de accién de FT, el cual se describe mas adelante.

QF B ADRIANA MOLINA RAMIREZ 1
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1.3

a)
b)
c)

d)

e)

g)

1.4

LIMITACIONES EN EL USO DE LOS INMUNOMODULADORES.
La mayoria de los inmunomoduladores reportados hasta hoy comparten
caracteristicas que limitan su aplicacion terapéutica, las cuales son:

Dosificaciones inapropiadas pueden producir reacciones indeseables
o resultados equivocados.

Tienen efectos secundarios o adversos.

Su accion no es especifica para tipos o subclases celulares.

Existen variaciones considerables en la respuesta hacia un
inmunomodulador.

No se han identificado efectos a largo plazo de algunos
inmunomoduladores (Mulcahy y Quinn,1988).

Podria ser un peligro el mal uso de inmunomoduladores en algunos
casos de enfermedades como inmunodeficencias o
autoinmunidades, debido a la exacerbacién de dicha condicion.

La regulacién de la administracion de la droga es critica, asi que la
eficacia del inmunomodulador varia con el ciclo de crecimiento de la
célula blanco.

CLASIFICACION.

Dependiendo de su origen, los inmunomoduladores han sido clasificados
en (Poli,1984).

A)
B)
C)
D)

Compuestos sintéticos.
Productos ﬁ-s iologicos.
Sustancias de origen microbiano.
Productos de origen vegetal

Tanto compuestos sintéticos como las sustancias de origen microbiano
pueden considerarse dentro de los modificadores biolégicos.

QFB ADRIANA MOLINA RAMIREZ
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El efecto modulador que es ejercido en el sistema inmune puede involucrar
a mediadores locales que son secretados por células inmunolégicamente activas,
pudiendo o no influenciar otras células en el mismo ambiente (Mulcahy y Quinn,
1986).

1.41 COMPUESTOS SINTETICOS

Existe una gran cantidad de compuestos sintetizados quimicamente que
han demostrado tener de alguna manera efecto inmunomodulador, los siguientes
son solo algunos ejemplos:

A) Imutiol

El dietildiotiocarbamato sédico (imutiol) ha mostrado marcados efectos
inmunomoduladores directamente sobre la funcidn de los linfocitos T in vivo
(Renoux y Renoux, 1984), ademas también se ha reportado que induce un
incremento en la respuesta proliferativa y produccion de IL-2 por linfocito (Chung y
col., 1985).

Comercialmente el imutiol (Inmodulen®) al ser probado en cerdos mostro
tener actividad co-estimulatoria en la activacion de monocitos/macréfagos, debido
a una expresion de citocinas proinflamatorias (Alvarez y col., 1998).

B) Levamisol, Isoprinosine y Tiabendazol

Estos son utilizados cominmente como antihelminticos tanto en humanos
como en veterinaria, en reses y cerdos, pero también se han estudiado como
inmunomoduladores. Hablando especificamente del levamisol en 1984, Renoux y
Renoux reportaron su capacidad inmunomoduladora como inmunopotencializador,
pero ellos reportaron que su capacidad dependia de la condicion en la que se
encontraban los animales, resultando ser mas eficaz en animales estresados o
inmunocomprometidos (Brunner y Muscoplast, 1980). También otros autores
reportan que el levamisol disminuye la respuesta primaria de anticuerpos e
incrementa la respuesta secundaria contra eritrocitos de camero inoculados en

QF B ADRIANA MOLINA RAMIREZ 3
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cerdos, normalizande la respuesta inmunoldgica celular en cerdos criados
artificiaimente (Hennessy y col., 1987).

Se ha encontrado que algunos casos de nifios con sindrome de Wiskott-
Aldrich, presentan mejoria cuando son tratados con el levamisol durante varios
meses (Garcia Tamayo, 1997).

Tanto el isoprinosine como el levamisol tiene una accién timomimeética,
directa o indirectamente inducen factores que activan la diferenciacion de
protimocitos y modulan a los receptores para la maduracion de linfocitos T,
adicionalmente se ha encontrado que ambos compuestos quimicos aumentan la
fagocitosis inducida por macréfagos, ademas activan y aumentan la movilidad de
granulocitos y macréfagos, asi como la induccion de interferon (Hadden WJ,1996).

1.4.2 PRODUCTOS FISIOLOGICOS.

Dentro de este grupo pueden estar involucrados mediadores locales,
secretados por células inmunolégicamente activas que también pueden influenciar
a otras células en el mismo ambiente.

La produccion y liberacion de estos mediadores locales son influenciadas
por hormonas, interacciones celulares y estimulacion antigénica. Algunos ejemplos
de estos productos fisiologicos son:

A) CITOCINAS.

Las citocinas son sustancias solubles, de naturaleza proteica,
generaimente glucosiladas y de bajo peso molecular (entre 8 y 70 kda): son
sintetizadas por células, a menudo después de su activacion. Se desempedan
como mediadores sobs-e células a muy baja concentracién (Nemirovsky y
Homberg, 2003).

Estas sustancias presentan una clara potencialidad bioldgica, tanto asi, que
incluso pequerias cantidades son capaces de producir efectos celulares (Mulcahy
y Quinn, 1986).

Las Interleucinas (IL) son citocinas que adquirieron este nombre por actuar
como mensajeros que permiten la comunicacion entre los leucocitos que

QF B ADRIANA MOLINA RAMIREZ 4



ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE UN EXTRACTO LEUCOCITARIO ACTIVADO

participan en la respuesta inmune, No obstante, la mayoria de las interleucinas no
se producen exclusivamente en los leucocitos ni comunican Unicamente esta
poblacion de células sanguineas. De todas maneras, el término interleucina ha
quedado fijo por el uso. Las IL se producen en una forma transitoria, durante la
presentacion y el reconocimiento de los antigenos, alcanzan concentraciones muy
pequefias y actian de una manera local sobre células cercanas que tienen
receptores de membrana para ellas (ILR). No obstante, algunas Interieucinas
pueden pasar a la sangre circulante y actuar sobre células distantes.

Las Interleucinas han sido consideradas como mensajeros necesarnos para
modular las reacciones inflamatorias, que representan el mecanismo eferente mas
importante de la respuesta inmune. Sin embargo, las Interleucinas también actdan
como factores que retroalimentan la actividad del tejido hematopoyético, que
coestimulan la diferenciacion de linfocitos que han reconocido un antigeno y que
modulan la produccion de hommonas por vanas glandulas de secrecion intema.
Las IL controlan la intensidad, la duracion y por lo tanto, la efectividad de la
respuesta de los linfocitos (Garcia-Tamayo, 1997).

La inmunomodulacion a través del uso de citocinas se ha empleado para
corregir el estado inmunologico de cerdos en diferentes etapas de la produccion,
ya que se ha observado que estas poseen una importante funcion de regulacion
tanto en estados de homeostasis como en alteraciones del estado del animal
(Blecha, 1995 / Murtaugh, 1994).

El IFN-o, IFN=y, IL-1 e IL-2, se han evaluado para investigar la capacidad de
incrementar la respuesta inmunolégica o resistencia a enfermedades en cerdos.

También ha sido evaluada la influencia fisioldgica de la administracion de
citocinas proinflamatorias, tales como: IL-1, IL-6 y IFN-y en cerdos (Murtaugh,
1994).
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+ INTERLEUCINA - 1 (IL-1).

Esta interleucina es producida por células presentadoras de antigeno,
linfocitos B y células endoteliales vasculares, queratinocitos de la piel, astrocitos y
células de la glia.

La IL-1 se presenta bajo dos formas: la IL-1a que se encuentra fijada a la
membrana plasmatica, y la IL-B, que es secretada. Las funciones de la IL-1 son
mltiples: aumento de las moléculas de adhesion; activacion de los linfocitos T y
B; sintesis hepatica de las proteinas de la fase aguda de la inflamacién, aumento
del catabolismo de los miocitos y de la actividad de los osteoclastos, accion sobre
el sistema nervioso central (fiebre, anorexia e insomnio).

Se ha sugerido que la IL-1 induce granulopoyesis, incrementando
selectivamente la actividad antimicrobiana de los neutréfilos y promoviendo la
resistencia a la infeccion estreptoccdcica en cerdos neonatales. Asi, los defectos
en la inmunidad no especifica, asociados con la edad o el destete temprano
pueden ser mejorados con la administracion de esta irterleucina.(Nakajima y cols.,
1992).

« INTERLEUCINA - 2 (IL- 2).

Esta citocina es una proteina de 15 Kda producida principalmente por los
linfocitos CD4+ de tipo ThO y Th1 activados, y en grado menor por las células NK.

La IL-2 reacciona con diferentes células inmunes: a) con el linfocito T,
donde provoca una proliferacion y una activacién que conduce a la diferenciacion
en Th1y Th2,. b) Con la célula NK Ia que se transforma en célula LAK y c) con el
linfocito B provocando la proliferacion del mismo.

Algunos estudios in vitro han demostrado que la IL-2 humana recombinante
(rHull-2) aumenta la respuesta proliferativa de linfocitos porcinos y la actividad de
celulas NK (Nakajima y col.,1992).

+ INTERLEUCINA - 6 (IL- §).

Tiene una accién semejante a la IL-1, ademas interviene en la maduracidn
terminal de los linfocitos B, antes de su transformacion en plasmocitos, asi como
la diferenciacién de los linfocitos Tc. Del mismo modo que la IL-1, la IL-6 favorece
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la protedlisis enddgena, tiene actividad inductora de la produccién de proteinas de
la inflamacion por el higado, asi como la accién sobre el sistema nervioso central,
con produccion de fiebre, anorexia y somnolencia.

El tratamiento diario con IL-6 incrementa la concentracion sérica de
proteinas de fase aguda, haptoglobina y disminuye la concentracion de zinc en
suero. Estas respuestas estan caracterizadas por las propiedades proinflamatorias
de esta citocina multifuncional (Blecha y col., 1995).

« INTERFERON -y

Esta citocina es producida por los linfocitos Th1 CD4+ y Th1 CD8+, asi
como por las células NK. Su funcién esencial es activar los macréfagos, los cuales
pueden destruir los microorganismos intracelulares por la penetracion de 03
(0zono) y de NO (6xido de nitrdgeno). El IFN-y posee también una accion anti-Th2
que disminuye la respuesta inmune humoral.

Existen trabajos que demuestran que la terapia con IFN-y puede ser
efectiva en cerdos inmunosuprimidos con glucocorticoides.

Se sabe entonces que citocinas como las mencionadas anteriormente han
demostrado influencia en respuestas inmunologicas especificas y no especificas,
sin embargo, pocas citocinas porcinas han sido usadas en cerdos in vivo (Sauliner
y col., 1991).

B) HORMONAS TiMICAS.

La timulina, timopoyetina y timosina, y el llamado factor timico humoral, son
de naturaleza peptidica y son producidas por el timo,

Acttan sobre los linfocitos T en las zonas timodependientes de los organos
linfaticos periféricos y permiten completar la diferenciacion de éstos.

Se ha reportado que el factor timico humoral incrementa el cAMP
intracelular de los linfocitos y la timopoyetina y timosina fraccion-V incrementan el
cGMP (Coffey y Hadden, 1985).
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C) FACTOR DE TRANSFERENCIA.

El factor de transferencia (FT) es un agente inmunoterapéutico obtenido de
los leucocitos; es un extracto dializable de leucocitos descubiertos por Lawrence
en 1954, del cual se sabe que funciona de una manera no especifica, que
incrementa las actividades del sistema inmunoldgico como un inmuneestimulante
y otra llamada especifica, la cual so6lo aumenta la respuesta contra un antigeno
determinado (Lawrence , 1955).

En la década de los afios 80 se realizaron numeroso estudios clinicos del
efecto del FT en diversos padecimientos observandose en la mayoria de ellos
efectos benéficos (Fudenberg y Pizza, 1993).

Debido a sus caracteristicas el factor de transferencia se considera como
un potente agente inmunoterapéutico, utilizado principalmente en estados de
inmunodeficiencia mediada por células.

La obtencion del FT se hace a partir de leucocitos de sangre periférica,
éstos son lisados por congelacion y descongelacion, eclocandose posteriormente
en una bolsa de didlisis con tamario de poro de 12 Kda, el material que atraviesa
labolsaes el FT.

El FT tiene muchas ventajas sobre otros inmunomoduladores de la
respuesta inmunoldgica, entre otros:

a) Su relativa facilidad para prepararlo.

b) El bajo costo.

c) No lleva microorganismos, ni antigenos de histocompatibilidad por el
hecho de ser dializable, y

d) No tiene eféctos secundarios.

El FT pues, se ha definido de varias maneras:
a) Familia de moléculas hidrdfilicas altamente polares de bajo peso

molecular, las cuales son producidas en pequefas cantidades por células

linfoides y que poseen una potente actividad bicldgica (Kirkpatrick y col., 1992).
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b) Una familia de péptidos provenientes de donadores inmunes que

transfieren la respuesta de linfocitos T de una manera antigeno especifica.

(Kirkpatrick y col., 1992, 1993).

c) Extracto soluble de 20 ml de sangre capaz de transferir inmunidad
(Fudenberg, 1989).

« CARACTERISTICAS GENERALES DEL FT.

a) Son moléculas de bajo peso molecular entre 3500 y 6000 Daltons

(Kirkpatrick, 1993).

b) Es labil al calor, pero estable en frio, puede ser almacenado por
varios anos a temperaturas entre -20°C y -70°C.

c) El FT inmunolégicamente especifico no es inmunoglobulina, ni es

inmunogenico; solamente fransforma los linfocitos normales (no

sensibilizados) in vitro e in vivo para que respondan al antigeno (Padiema,

Velasco y Estrada, 1967, Arala y Fudenberg, 1976; Femandez, 1985).

d) Una unidad internacional de FT se define como la cantidad derivada

del extracto de 5 x 10° leucocitos colocada en un volumen final de 1 ml

(Kirkpatrick y col., 1985),

« ESTRUCTURA QUIMICA DEL FT.

Las moléculas que dan el efecto especifico al FT parecen ser polipéptidos
con peso molecular de 5000 Daltons. Estos se unen segin lo demostro
Kirkpatrick, especificamente al antigeno que le dio origen ( Charles y Kirkpatrick,
1989; Kirkpatrick y col., 1985, 1992, 1993).

La mayoria de los estudios indican que el FT contiene ribonucledtidos
unidos a pequenos péptidos, originando una estructura de oligorribonucleopéptido.
Hadden y col., senala que este ribonucledtido podria ser la sustancia activa del
FT, también mencionan que se constituye de una base de purna, de ribosa, un
grupo fosfodiéster y un péptido.
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Se ha demostrado también que el factor de transferencia es quimicamente
resistente a la ARNasa, ADNasa y a diferentes proteasas, por lo cual su estructura
quimica ha sido dificil de determinar hasta el momento (Estrada-Parra, 1999).

Es innegable que existe discrepancia entre los diversos investigadores
sabre la estructura del FT, pero hasta el momento han llegado a la conclusion de
que dicha estructura depende de la forma en que se obtiene (Fundenberg, 1993).

» MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS PARA EL FT.

Aunque la accién precisa del FT no se conoce exactamente, se tienen
varias hipdtesis, en una de ellas se cree que el FT puede eliminar el blogueo o
represion existente en los linfocitos T, los cuales por alguna razon, tal como, el
estrés, la desnutricion, los cambios hormonales, etc. se encuentran disminuidos en
sus funciones.

Se han propuesto varias hipotesis para poder explicarlo: Kirkpatrick (1974)
establecio que el FT tiene diferentes sitios de accion tales como el timo, la
interaccion entre linfocitos, monocitos y linfocitos-linfocitos. Ademas, el FT
presenta efectos directos sobre células presentes en el sitio inflamado. Sugiere
también que la especificidad del FT esta determinada por el estado inmunolégico
en el que se encuentre el individuo receptor, mas que por la informacién molecular
del factor. Este investigador también propone que muchos de los efectos del FT
pueden ser debidos a cambios intracelulares de nucledtidos ciclicos,
principalmente por la acumulacion de cGMP en células inmunolégicamente activas
(Kirpatrick y col., 1974, 1992).

También se sabe que el factor de transferencia incrementa la actividad
quimiotactica de los gran;.llocitos y débilmente la de los monocitos; ademas actua
como adyuvante (Vanderbark y col 1977).

El FT también actia como mitégeno acelerando la produccién y
diferenciacion de las células del sistema inmunolégico, regulando asi las
respuestas de las mismas (Zapata y col., 1981).

Asimismo, el factor de transferencia es una molécula de informacién que
puede activar poblaciones de linfocitos T y estimular la proliferacion clonal, es
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decir, que provoca que los linfocitos T vuelvan a funcionar y también activa a los
macrofagos (Olsen y Krakowa, 1983; Estrada y col. 1998).

Se ha propuesto que el FT forma parte del receptor del linfocito T (TCR) ya
que el FT puede interactuar con la region variable de la cadena a y/o p del
receptor de células T para cambiar la avidez y afinidad por el antigeno (Dawer
1996),

En 1996 se describieron las propiedades de una subfraccion del FT
[[MREG(R) —1], la cual se obtiene después de una segunda didlisis con una
membrana de 3500 Daltons. Esta subfraccion tiene la habilidad de incrementar y
acelerar la DTH contra el antigeno con el cual el donador fue sensibilizado y
modifica la expresion in vitro de la subunidad p55 del receptor para IL-2 en
linfocitos CD4 (Gottlieb y col. 1996).

« APLICACIONES DEL FT.

Se han realizado gran cantidad de ensayos para probar la efectividad de
éste y de derivados de €I, como una opcion de terapia en algunas patologias,
tanto en animales como en humanos.

En nuestro pais en el area veterinaria, el FT se ha utilizado en algunas
enfermedades infeccionas del aparato digestivo y respiratorio de becerros,
enfermedad de Newcastle en aves, enfermedad de Aujesky, rinitiis atrofica, cdlera
porcino y colibacilosis en cerdos obteniéndose resultados satisfactorios (Mateos,
1992).

Se ha empleado en forma profilactica y terapéutica en enfermedades
infeccionas en diferentes especies domésticas obteniéndose buenos resultados.
Por ejemplo, en el tratamiento y prevencion de la colibacilosis en lechones al
aplicar FT a las 6 horas después del nacimiento disminuyd la presentacion de
diarreas y aumento la ganancia diaria de peso a los 28 dias (Rojas, 1987); de igual
manera disminuyo la incidencia y mortalidad por Actinobacillus pleropneumoniae y
Pasterella multocida en cerdos, mejorando los parametros producidos en forma
significativa (Torres, 1994). La administracion del FT bovino en polios inicia la
activacion de una respuesta inmune celular en contra de enfermedades virales
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como laringotragqueitis e infeccion de la Bolsa de Fabricio protegiendo en forma
similar a la inducida por las vacunas comerciales, sin importar la presencia de
anticuerpos matemos (Wilson, 1988). Por otro lado, al aplicar el FT en forma
terapéutica en perros infectados con el virus de moquillo se ha tenido alrededor de
un 80% de éxito del total de animales tratados (Calzada, 2000).

Otro estudio muestra que ratones inoculados con M. tuberculosis, tratados
posteriormente con FT de ratén y humano, recuperan la produccion de linfocinas
Th-1, TNF-a e inhiben la produccién de isoformas de la sintetasa del dxido nitrico,
asi como, un incremento significativo de la DTH, inhibicién de proliferacion
bacteriana y la superviviencia de los animales. Se observo que el suministro del
FT combinado con la quimioterapia comun, producen una eliminacién significativa
de la cantidad de bacterias en los pulmones de los animales, comparado con los
resultados obtenidos cuando se administra solamente la quimioterapia (Fabre &
Pérez, 2004).

El FT se ha utilizado clinicamente como un -agente inmunoprofilactico o
inmunomodulador en diferentes padecimientos humanos (fig.1).
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FIGURA 1. Enfermedades que han sido tratadas exitosamente con el FT.

. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

1.-Protozoarios.

a)
b)

Leishmaniasis cutanea

Toxoplasmosis

2 -Bacterianas.

a)
b)
c

Tuberculosis
Lepra
Mycobacterium fortuitum

3.-Micoticas.

a)
b)
c)

Candidiasis mucocutanea cronica
Histoplasmosis diseminada
Coccidioidomicosis diseminada

4 .-Virales.

a)
b)
c)
d)

Varicela
Sarampion
Herpes Zoster

Citomegalovirus

Il. CANCER

a)
b)
c)
d)
e)

f

Osteosarcoma
Hipernefroma
Cancer de mama
Carcinoma nasofaringeo
Carcinoma renal
Carcinoma prostatico

HI. INMUNODEFICIENCIAS SEVERAS

1.-Defectos congénitos

a)
b)
c)

d)
e)

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Ataxia telangiectasica

Sindrome de inmunodeficiencia
severa combinada

Sindrome parcial de Di George
Disgammaglobulinemia con defectos
en inmunidad celular

IV. ENFERMEDADES AUTOINMUNES

1.-No érgano especificas

a)
b)

Lupus eritematosos cronico discoide

Sindrome de Behcet
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Existen varios trabajos que reportan los beneficios obtenidos al utilizar el FT
como una medida terapéutica, por ejemplo:
a) Leishmaniasis.

A tres pacientes que presentaban la forma diseminada de leishmaniasis, se
les trato con FT especifico (obtenido de individuos sanos leishmanino positivos),
dichos pacientes presentaban un porcentaje de linfocitos menor a lo normal,
posteriormente del tratamiento con 12 unidades de FT, presentaron mejoria clinica
y sus linfocitos T empezaron a llegar a las cifras normales. Sin embargo, se
termino el factor especifico y al aplicarles FT de poblacidon sana leishmaniano
negativo tuvieron una recaida. Esto demostrdé que en las infecciones
intracelulares debe usarse FT especifico y la mejor terapia antimicrobiana
disponible (Velasco y col., 1974).

b) Tuberculosis.

En los casos de infecciones bacterianas como tuberculosis se han realizado
varios ensayos, utilizando el FT; en uno de estos trabgjos evaluaron un grupo de
30 pacientes, a 15 de los cuales, se les administro FT y a la otra mitad un placebo,
ambos grupos siguieron con la terapia acostumbrada.

El grupo que recibié el placebo siguié el curso natural de la enfermedad y la
mayoria de los pacientes que recibieron FT mejoraron notablemente, aumentando
el numero de linfocitos y manifestando una mejoria clinica muy clara por primera
vez en la histona de su enfermedad ademas la mayoria se volvieron PPD
positivos. En muchos incluso, hubo cambios favorables en la imagen radiologica
pulmonar (Estra-Parra & Velasco, 1983).

c) Lepra.

Con respecto a esta patologia se trataron a pacientes lepromatosos, tanto
nodulares como de la variedad difusa con fenomeno de Lucio (eritema
necrosante), con FT especifico (obtenido de sujetos donde mas del 90% de la
poblacion es Mitzuda positiva) por periodos de varios afos con resultados
alentadores (Zapata y col., 1981).
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d) Coccidioimicosis anergica generalizada:

En enfermedades causadas por hongos también se ha utlizado el FT, como
es el caso de la coccidioidomicosis, la cual es muy parecida a la tuberculosis,
presentando una primoinfeccion que se resuelve dejando en el pulmén una
calcificacion, los individuos que Ia padecen son positivos a |a intradermorreaccion
con coccidiodina.

Sin embargo, un cierto nimero de pacientes presenta una infeccion
generalizada con lesiones de la piel, los cuales no responden a la terapia
convencional antifingica, y muchas veces llegan a morir. Estos enfermos son
negativos a la coccidiodina (anérgicos).

Pacientes anérgicos tratados con el FT especifico (obtenido de sujetos
sanos de la zona endémica, positivos a coccidiodina) tuvieron una franca mejoria
tanto clinica como en sus parametros inmunologicos, elevando el porcentaje de .
linfocitos T y volviéndose positivos a la coccidioidina (Steel.& Sieger,1976)
(Cabezas y col., 1988).

e) Varicela.

La varicela es una infeccién causada por un virus, en general es benigna y
ocurre principalmente en la nifiez, pero pueden presentarse casos graves tanto en
nifios como en adultos. Ademas en individuos inmunocomprometidos la varicela
puede ser mortal casi en un 100%, pacientes con este caso en particular fueron
tratados con el FT especifico (obtenido de pacientes sanos que ya han tenido
varicela) observandose que la mayoria de los pacientes sobrevivieron (Alvarez y
Mufioz., 1992).

f) Herpes zoster.

Se trata de un padecimiento considerado como una forma clinica de la
actividad del virus varicela-zoster.

El primer contacto con este virus sucede en la infancia. En un cuadro
autolimitado que evoluciona hasta la curacion aparente sin embargo, permanecen
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particulas virales latentes dentro de las células del sistema nervioso,
estableciéndose en muchos, una etapa de reproduccion lenta del virus.

La complicacion mas comun en adultos mayores de 40 afios es la neuritis
postherpética que en mayor o meno grado es refractaria al tratamiento con
analgesicos. Existen otras complicaciones graves como la queratoconjuntivitis
herpética que puede dar lugar a la pérdida del globo ocular.

La rapida deteccion del padecimiento permite una terapia temprana con el
FT, lo cual se traduce en una pronta evoluciéon del cuadro clinico, &l primer
sintoma que se modifica es el dolor, lo cual para el paciente es el principal
beneficio en cuanto a los signos, las lesiones empiezan a involucionar después de
las primeras 24 hrs., siendo franca hacia las 48 hrs. (Padiema y col., 1985).

También el FT se ha empleado con resultados satisfactorios aunque
menos espectaculares, en pacientes con compromiso de su respuesta inmune que
han desarrollado la infeccién con este virus. Tal ha sido el caso de pacientes con
enfermedad neoplasica sujetos a quimioterapia y/o- radioterapia (Fundenberg,
1989) (Bukowski, y col.,1983).

g) Infecciones frecuentes en nifios.

Existe un gran nimero de nifios que se infectan con mucha mas frecuencia
y de manera mas severa que otros, principaimente los que acuden a centros de
desarmollo o estancias infantiles, Estos pacientes representan un problema para
los pediatras porque apenas salen de una infeccion y pronto desarrollan otra,
estos a pequefios no tienen una inmunodeficiencia primaria como las
agammaglobulinemias. Sin embargo al practicarles un perfil inmunologico
presentan un porcentaje bajo de linfocitos T.

En un estudio realizado a 50 pacientes con las caracteristicas descritas
anteriormente, se encontré que al administrarles un tratamiento con el FT por un
mes aproximadamente, mejoraban notablemente, presentando una elevacion del
numero de linfocitos T a valores normales (Estrada-Parra, 1999).
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Asma.

El asma es una enfermedad caracterizada por un estado de
hiperreactividad en el arbol traqueobronquial. La enfermedad es cronica variando
en su gravedad que va desde episodios leves hasta la obstruccion bronquial grave
que pone en peligro la vida.

Las crisis pueden ser desencadenadas por alergenos y por factores no
alérgicos como el ejercicio, el frio, infecciones y aln por factores psicoldgicos.

El FT se ha utilizado en pacientes con asma en forma satisfactoria; de un
total de 250 pacientes, que en presentaban en promedio 7 crisis asmaticas por
mes, después del tratamiento en un 60% de los pacientes el nimero de crisis
disminuyd a cero; en un 23% el promedio de crisis bajo a 2 por mes y el 17%
restante el numero de crisis siguidé en 7, pero éstas fueron mas leves y
manejables. Lo anterior se ha correlacionado con parametros de laboratorio
existiendo una clara correspondencia, tal es el caso en la disminucién de las
concentraciones de IgE (Cabezas, y col., 1988).

Como caracteristica comun se puede observar que un gran porcentaje de
pacientes con este tipo de padecimientos tiene marcada disfuncion en sus
linfocitos T, en estos casos, el FT especifico, obtenido de una poblacion sana
expuesta y posteriormente recuperada, hace que dichos linfocitos se activen y
vuelvan a realizar su funcién, ademas de activar macréfagos (Estrada &
Cabezas, 1999).

Otro de los efectos notables del FT es en el area de oncologia, donde ha
contribuido a mantener al paciente libre de enfermedad recidivante o metastasica.
Ejemplos de esto son los carcinomas prostaticos tanto en su sitio primario como
en focos metastasicos. En estos carcinomas se ha evidenciado desde remision
total de la neoplasia, hasta limitar la metastasis del carcinoma (Corrado 1989).
Siendo también eficiente en el caso de carcinoma renal, nasofaringeo y pulmonar
(Crusinberry, 1999, Prasad 1996, Pilotti 1996).

El FT se administra por via oral o parenteral, la mayoria de los
investigadores no han encontrado diferencias significativas en la eficacia segun la
via de administracion.
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El Factor de Transferencia se puede encontrar comercialmente en forma de
tabletas, capsulas, solucién o liofilizado; el costo del factor de transferencia es
relativo, en México se puede obtener aun precio menor que en otros paises del
mundo.

En virtud de la importancia de contar con inmunomoduladores efectivos,
resulta importante continuar con la investigacion del FT en el campo de Ia
medicing, tanto a nivel veterinario como humano, para evaluar el efecto en la
practica (Alvarez y col., 1988).

1.4.3 SUSTANCIAS DE ORIGEN MICROBIANO.

Dentro de este grupo tenemos, una gran cantidad de derivados celulares de
diferentes tipos de microorganismos que presentan actividad inmunomoduladora
sumamente interesante, por ejemplo:

Esqueletos de paredes de Mycobactenum bovis (BCG), Nocardia rubra,
Propionibacterium acnes y Listena monocylogenes, especialmente las dos
primeras han demostrado ser efectivas en periodos prolongados de supervivencia
en pacientes con cancer y en proteccion contra infecciones virales.

Algunos productos derivados de diferentes cepas de Mycoplasma se han
propuesto como moduladores del sistema inmune (Ruuth & Praz, 1989). Un
producto de M. arthntidis , conocido como MAS (superantigeno de M. arthntidis)
ha demostrado que estimula tanto la proliferacién de linfocitos (Taquin & Cole,
1986), como la produccion de IFN-y (Kirchner & Bauer A, 1986).

Acholeplasma spp. (Sugama K, 1990) y Spirop/sma spp. (Sher T. 1990)
estimulan la sintesis de FNT-<x y M. arginini como M. arthritidis inducen la
proliferacion por induccién de GM-CSF (Stuart, 1990).

También se ha reportado que particulas de alto peso molecular
provenientes de M. fermentans inducen in vitro la produccion de [L-6, asi como de
IL-2 e IL-4, gue juegan un papel importante en la generacion de células T
citotdxica (Mahlradt, 1991).

La presencia de M. orale durante la incubacion de macrofagos con células

tumorales, provoca que estas ultimas mueran por la induccion de FNT-a ( Gallily
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R, 1989); resultados similares se han reportado al utiizar membranas de M.
capricolum (Sher T, 1990).

Las membranas obtenidas de M. pulmonis, asi como el sobrenadante del
cultivo celular estimulan gélulas B mientras que las células T son levemente
estimuladas. Las células del bazo de ratones estimulados con estas mismas
membranas producen mas IL-4 y menos IFN-y que las celulas no estimuladas con
las membranas (Romero y cols., 2001).

Productos de marcas registradas como: Luivac, Biostim y Ribomunyl
(mezclas estandarizadas de bacterias contra infecciones respiratorias) han
mostrado una gran estimulacion a células dendriticas in vitro, (comparadas con la
utilizacion de LPS), dichas células dendriticas inducen la proliferacion de linfocitos
T alogénicos. (Spisek 2004).

Otros factores inmunoestimulantes, de origen exégeno y muy importante,
son las endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram negativas que
son comensales en el intestino. Los residuos de los LPS que se absorben por via
porta estimulan los macrofagos y las células endoteliales provocando la liberacion
de varias Interleucinas que pasan a la circulacion y se distribuyen por todo el
cuerpo. Las Interleucinas son citocinas que actian como mensajeros porque, al
unirse a sus receptores, transmiten sefales que inducen diversas actividades
celulares (Garcia-Tamayo 1994).

En 1992, Yamato y cols. fue el primero en reportar que el ADN bacteriano
(bADN) tiene efectos inmunoestimulantes en células NK.
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1.44 PRODUCTOS DE ORIGEN BOTANICO.

Existen varios estudios con extractos formulados obtenidos partir de varias
plantas medicinales tales como: Withania somnifera, Tinospora cordifolia y
Asparagus racemosus, demostrando actividad inmunoestimulante significativa,
particularmente a nivel humoral en sistemas experimentales con y sin induccién de
inmunosupresién (Patwardhan 1990, Ziauddin 1996, Agarwal 1999, Patwardhan
2000).

Un extracto acuoso de Asparagus recemosus, se ha reportado como un
potencial inmunoadyuvante, ya que se le ha evaluado valorando parametros
serolégicos y hematolagicos, observandose un aumento en el titulo de anticuerpos
en contra de Bordetella pertussis, asi como una inmunidad protectora; ademas, se
observaron resultados terapéuticos benéficos, tanto en morbilidad como en
mortalidad (Gautam., 2004).

Se ha reportado el aumento de la actividad fagocitica y la produccion de
peréxido de hidrégeno en macrofagos al utilizar concentraciones bajas de una
fraccion acuosa (2 alcaloides) de Ipomea carnea, una planta toxica brasilefia
(Hueza, 2003).
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2. JUSTIFICACION.

A partir de los resultados tan alentadores que se han obtenido con el uso de
extractos leucocitarios, muchos investigadores han realizado una gran cantidad de
estudios con el propésito de caracterizarlos, mejorarlos; asi como evaluar sus
efectos tanto en el area veterinaria, como en humanos. Aunado al uso
indiscriminado de los antibidticos que ha provocado el aumento de la resistencia
de los microorganismos a estos, hace necesaria la busqueda de nuevas
altemativas terapéuticas.

De esta manera, se estan probando los efectos inmunomoduladores, de
una variante patentada de un extracto leucocitario, para que pueda ser utilizado
como una alternativa en la terapia de varias enfermedades que hasta el momento
son dificiles de erradicar, o bien en las cuales los tratamientos actuales no son del
todo eficaces.

Como ya se ha demostrado, la especificidad de la respuesta inmune se
transfiere de un individuo sensibiizado a otro no sensibilizado por medio de
células y algunos productos derivados de éstas, como son los diferentes
dializados y el factor de transferencia, los cuales se producen a partir de células

de individuos sensibilizados (e incluso de individuos no sensibilizados).
2. HIPOTESIS

El extracto leucocitario activado (ELA) especifico e inespecifico segin
corresponda, producira inmunomodulacion de la repuesta inmune en ratones:
esperando un aumento en la activacién de la respuesta tanto celutar (DTH), como
humoral (anticuerpos anti-eritrocitos de carnero), el aumento del peso del bazo, el
aumento en la cantidad células blancas, asi como un incremento en la inmunidad

inespecifica (fagocitosis), en el modelo de experimentacion utilizado.
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3. OBJETIVOS.

41 OBJETIVO GENERAL.
Evaluacién de la capacidad inmunomoduladora de un extracto leucocitario

activado (ELA) en ratones.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Detemminar el efecto de ELA en los niveles de las poblaciones celulares
sanguineas. (Glébulos rojos, giébulos blancos, plaquetas, PMN).

2) Detemminar la actividad de ELA en el peso del bazo.

3) Estudiar el efecto de ELA en el indice fagocitico, tanto, in vitro como in
vivo ( técnica del carbono coloidal)

4) Analizar la influencia de ELA en la respuesta de anticuerpos contra
eritrocitos de camero.

5) Determinar el efecto de ELA en el desarrollo de la hipersensibilidad

retardada.
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5. MATERIAL Y METODOS.

541 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Para fa realizacion de este trabajo de utilizaron ratones machos de ia cepa
BALB/C, de aproximadamente 25 gr de peso, mantenidos con alimento comercial

(Purina, Inc.) y agua ad libitum.

5.2 PRODUCCION DEL ELA

El extracto leucocitario activado (ELA) utiizado en este trabajo fue
preparado de acuerdo a una metodologia que se encuentra actualmente en
proceso de patente; de manera general se puede mencionar que se obtuvo a partir
de leucocitos de ratones sensibilizados (con albumina sérica bovina) y no-
sensibilizados (de aéuerdo al experimento correspondiente), sometiendo dichas
células a un tratamiento de modificacion del ciclo celular y a un proceso especial
de activacion de la sintesis de proteinas por métodos artificiales, en donde se
obtuvieron moléculas menores a 5 kda, que incluyen derivados de nucleotidos,
proteinas de bajo peso molecular y restos de polisacaridos.

Cabe mencionar que dicho extracto leucocitario fue proporcionado pc;r otro
grupo de investigacion para realizar las pruebas mencionadas en el presente
trabajo.

Una unidad de este extracto se entiende como el producto obtenido a partir

de 100,000 células.
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5.3 DISENO EXPERIMENTAL.

El siguiente diagrama de flujo muestra la secuencia de las actividades

experimentales desarrciladas.

RATONES

INOCULADOS

-
T

1.CONTEO DE POBLACIONES
CELULARES:

GR, GB, PLAQUETAS, PMN Y
LINFOCITOS

2 DETERMINAGION DEL PESO
RELATIVO DEL BAZO.

3. PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS
- INVITRO

~ 4FAGOCITOSIS IN VWO
(TECNICA DEL CARBON COLOIDAL)

5.PRODUCCION DE ANTICUERPQOS
EN CONTRA DE ERITROGITOS DE
CARNERO

6. HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

Fig.2. Diagrama de flujo que muestra de manera general las actividades

realizadas durante el trabajo experimental.
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54 EFECTO DEL ELA EN LOS NIVELES DE POBLACIONES CELULARES
SANGUINEAS. [gl6bulos rojos (GR), glébulos blancos (GB).

polimorfonucleares (PMN), plaquetas y linfocitos].

Se formaron 2 grupos de ratones, de 15 animales cada uno: el grupo 1 fue
inoculado con 0.1 mi de SSF por via subcutanea, el grupo 2 fue inoculado con una
unidad de ELA en 0.1 ml de SSF, por la misma via. Los ratones se sacrificaron a
los siete dias realizandose mediciones hematoldgicas, utilizando las siguientes
técnicas de rutina (descritas en el apéndice 9.1):

a) Cuantificacion de células rojas.

b) Cuantificacion de leucocitos.

c) Cuenta diferencial (polimorfonucleares y linfocitos)

d) Cuenta de plaquetas.

Para cada grupo se calcutaron los promedios de los valores hematologicos

obtenidos (Davidsohn & Henry, 1978).

5.5 DETERMINACION DEL PESO RELATIVO DEL BAZO.

Se utilizaron 3 grupos de 18 ratones cada uno, al grupo 1 se le inoculd
albumina sérica bovina (ASB) como antigeno (0.1 m! de solucién al 1%), al grupo
2, una unidad de ELA en 0.1mi de SSF y af grupo 3 se le inoculd solamente 0.1 ml
de SSF, todos los grupos por via subcutanea.

Se sacrificaron 3 animales de cada grupo en periodos de: 3, 5, 7, 14, 21, 28

dias postinoculacion, a los cuales se les removid el bazo Para obtener en todos
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los casos el peso relativo del bazo (peso relativo del bazo = peso del bazo/ peso

del animal) ( Romero-Rojas, 2001).

5.6 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS IN VITRO.

Se utilizaron 3 grupos de 15 ratones cada uno, dos de estos grupos fueron
infectados por via aerosol, con 10° UFC de M. tuberculosis (animales con 15 dias
post-infeccion), dichos animales, ya infectados, fueron proporcionados por otro
grupo de trabajo.

Al grupo 1 le fue inoculado 0.1 ml de SSF, por via subcutanea. Al grupo 2
se le inoculo una unidad de ELA en 0.1 mi de SSF por la misma via. El grupo 3
consistia en ratones sanos inoculados con SSF.

Dos horas después de las inoculaciones se obt-uvieron muestras de sangre
de todos los animales y se determind la capacidad fagocitica.

Para calcular el porciento de fagocitosis in vitro se utilizd la siguiente

metodologia:

a. Preparacion de granulocitos. Se obtuvo sangre completa fresca, la cual se

dejo coagular sobre un portaobjetos limpio, se retird él coagulo cuidadosamente y
se lavaron los granulocitos adheridos utilizando una gota de SSF.

b. Preparacion de la suspensién de ievadura. Levadura regular de pan

suspendida en SSF, se colocd en autoclave a 120°C por 15 min, se fiitré dos

veces a través de una gasa estéril y se ajusté a una densidad de 3.7 x 107 cels/ml.,

QF B8 ADRIANA MOLINA RAMIREZ 26



ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE UN EXTRACTO LEUCOCITARIO ACTIVADO

C. Prueba de fagocitosis: Los PMN adheridos al portaobjetos se cubrieron con
200 pl de la suspensién de levadura. Se incubd la mezcla 30 min a temperatura

ambiente y se contaron las células que ingirieron méas de tres levaduras.

d. Calculo de porcentaje de fagocitosis (%F). Numero de células con mas de

tres particulas ingendas / numero total de granulocitos.

El porcentaje de fagocitosis in vitro indica el nimero de neutrofilos y
macrofagos que ha ingerido las particulas extrafias (levadura) como parte de la
inmunidad inespecifica, es decir como parte de las primeras lineas de defensa en

contra de agentes extrafios (Rose & Bigazzi, 1973).

5.7 DETERMINACION DEL iNDICE DE FAGOCITOSIS in vivo. TECNICA DE
LA ELIMINACION DE CARBON COLOIDAL.

Dos horas antes de la realizacion de la prueba, a dos grupos de ratones de
15 animales cada uno, se les inoculo lo siguiente: al grupo 1 se le inyectd 0.1 ml
SSF libre de pirdgenos y al grupo 2 se le aplico 1 unidad de ELA en 0.1 mi de
SSF, ambos grupos por via subcutanea.

Una vez transcurrido el tiempo, a cada uno de los ratones se les inyecto,
por la vena caudal, una suspension de 0.3 ml de tinta china en coloide (Indian ink,
Rotring Art), precalentada a 37°C (1.6 mi. de tinta diluida en aprox. 8.4 mi de
solucion de gelatina en NaCl al 1%).

Posteriormente se tomaron muestras de sangre a intervalos de

aproximadamente 0, 3, 7, 10 y 30 min a través plexo retroorbital (25ul de sangre
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en 2 ml de agua destilada, para lisar fos eritrocitos) y se midié 1a abscrbancia de
cada muestra a 650 nm.

Las lecturas del logaritmo de la absorbancia graficadas contra el tiempo dan
aproximadamente una linea recta y son un indicador del grado de funcionamiento

fagocitico del sistema reticulo endotelial (Kakiamani y col., 1991).

5.8 EFECTO DEL ELA EN LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN
CONTRA DE ERITROCITOS DE CARNERO.

Esta prueba se realizé utilizando dos grupos de ratones de 35 animales
cada uno; los cuales fueron inoculados subcutaneamente con 0.1 mi de eritrocitos
de carnero al 1% (indculo Unico), dos horas después, se inoculd al grupo 1 una
unidad de ELA en 0.1 mly al grupo 2 se le aplicd 0.1 n-1l de SSF.

Los ratones fueron sacrificados en grupos de 5 animales cada uno a los
dias 0, 3, 5, 7,14, 21 y 28, obteniéndose muestras de sangre para determinar los
titulos de anticuerpos hemagiutinantes.

Se prepararon diluciones dobles de suero de la sangre de los ratones,
colocando en cada pozo 0.1 ml de la muestra con 0.1 mf de eritrocitos de camero
al 2% en SSF. La mezcla fue incubada a 37°C por 15 min. La uitima dilucion del
suero que presentaba agiutinacién fue designada como el titulo hemaglutinante.

El titulo de anticuerpos anti-eritrocitos de camero es un indicador de la

inmunidad humoral, el cual nos muestra la cantidad de anticuerpos que se

producen en contra del antigeno especifico (eritrocitos de camero).
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El hecho de haber realizado una sola inoculacién de antigeno nos indica
que los anticuerpos evaluados en esta prueba pertenecen a la clase IgM, los

cuales son los responsables de la respuesta primaria (Romero-Rojas, 2001).

5.9 EFECTO DEL ELA EN EL DESARROLLO DE HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA (DTH).

Se trabajaron dos grupos de ratones, de 5 animales cada uno. El grupo 1
fue inoculado subcutaneamente con SSF y el grupo 2 fue inoculado por fa misma
via con una unidad de ELA especifico para ASB en 0.1 ml SSF.

Dos horas después, los dos grupos de animales fueron inoculados en el
cojinete plantar de una de sus patas, con 0.01 mide ASB ai 0.1% en SSF, yen la
otra pata de igual manera se les inyectd 0.01 ml de SSF.

A las 24 hr se determinaron los grosores de los cojinetes con la ayuda de
un micrémetro (Mitutoyo, Japdn). Ef grado de reaccion se calculd de la siguiente
manera:

Grado de reaccion (mm) = (grosor del cojinete después del desafio - grosor del

cojinete antes del desafio) - grosor neto del cojinete contralateral inyectado con
SSF estéril.

La inflamacion gue aparece 24 hr después de la introduccion de un
antigeno en un individuo presensibilizado, se debe a la accion de los linfocitos Th1
especificos contra el antigeno, con la participacion de diversas Interleucinas,
como IL-2 o el IFNy, macrofagos y linfocitos T CD8", responsables de Ia

inflamacién y de la activacion celular (Cher & Mossman, 1987).
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5.10 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados de todos los experimentos fueron analizados para
determiﬁar su significancia estadistica, utilizando una prueba t-student para
muestras pequefias con un 95% de confianza (p = 0.05), determinando con esto
los intervalos de confianza para cada variable estudiada.

La estadistica se realizo utilizando una técnica de comparaciéon de medias

por pruebas de hipdtesis, con un nivel de confianza del 95% (Hurley y col. 1986).
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6. RESULTADOS.

El siguiente capitulo presenta los resultados obtenidos siguiendo la
metodologia descrita en el capitulo anterior, los cuales se muestran siguiendo la

misma secuencia en que fueron descritos.

6.1 EFECTO DEL ELA EN EL CONTEO DE POBLACIONES CELULARES

SANGUINEAS.

La figura 3 muestra el efecto que tuvo la inoculacion de ELA en las
poblaciones sanguineas, a los 7 dias de su aplicacion.

Observandose en primer lugar que los niveles de células rojas no
presentaron variacion significativa en los ratones tratados con ‘ELA comparados
con los ratones control inoculados con SSF.

Pero si observamos un incremento significativo en todas las poblaciones de
células blancas evaluadas, asi como en el conteo de plaguetas de los ratones
inoculados con el ELA, comparando fos resultados con los obtenidos de los
ratones confrol inoculados con SSF, siendo mas notables los referentes al conteo

de polimorfonucleares y leucocitos.
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NIVELES HEMATOLOGICOS
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Fig. 3. Efecto del ELA en el conteo de poblaciones celulares sanguineas
obtenidos de 2 grupos de ratones de 15 animales cfu. El grupo control inoculado
con 0.1 ml de SSF y el grupo 2 con 0.1 ml de ELA, las muestras fueron analizadas
7 dias después de las inoculaciones.

{

GR= GLOBULOS ROJOS, GB= GLOBULOS BLANCOS, P= PLAQUETAS, PMN=POLIMORFONUCLEARES
L= LEUCOCITOS. ELA= Extracto leucocitario mejorado. Las barras de error muestran los intervalos de
confianza, p= 0.05. n= 15 animales para cada determinacion.
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6.2 EFECTO DEL ELA EN EL PESO RELATIVO DEL BAZO.

La figura 4 muestra los valores obtenidos dei peso del bazo de los animales
inoculados con ELA comparados contra los animales inoculados con un antigeno
(ASB), asi como, con los ratones control inoculados con SSF. En dicha figura
podemos observar que la inocutacién del ELA incrementa el peso relativo del bazo
mas rapido (dia 3), aunque fue disminuyendo progresivamente a los dias 5, 7, 14,
21 y observandose que incluso al dia 28 presentaban un valor menor al obtenido

en los ratones inoculados con SSF.

Con lo que respecta a los resultados obtenidos, cuando se inoculo el
antigeno; podemos notar que el peso del bazo aumento presentando su maximo al
dia 14 post-inoculacién, aunque desde el dia 5, ya se puede observar un
incremento significativamente mayor, conservandose dicho incremento hasta el
dia 28.
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PESO RELAT{VO x10 -3

Fig. 4. Determinacion del peso relativo del bazo de 3 grupos de ratones de 18
animales cada uno. Al grupo 1 se les inoculd 0.1 ml de ASB, al grupo 2 se le
inocularon 0.1 ml de ELA y al grupo 3, se le aplicéd 0.1 mi de SSF. Se sacrificaron
3 ratones de cada grupo a los dias 3, 5, 7, 14, 21 y 28. Obteniéndose el peso
relativo del bazo con la siguiente formula: peso relativo de bazo = peso del bazo /
peso del animal.

ASB = Afbumina Sérica Bovina. SSF = Solucion Salina Fisiologica. Las barras de emor representan los
intervalos de confianza p=0.05. N =3 grupos de 18 ratones c/u.
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6.3 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS IN VITRO.

En la figura 5 se presentan los valores obtenidos del porcentaje fagocitico
en ratones infectados con M. tuberculosis inoculados con ELA comparados con
ratones infectados sin ELA y ratones no infectados como control, en donde se
puede observar, que los tres grupos se comportaron de manera muy similar a
excepcion de los dias 7 y 14 posteriores a la inoculacién, lo que podemos notar es
que se manifestd un decremento estadisticamente significativo en la fagocitosis
de los ratones que no habian sido tratados con ELA.

INDICE FAGOCITICO in vitro

PORCENTAJE

7

DiAS
O o/ELA finfectados con M. fuberculosis)
B /EL A (infectados con M. tuberciosis)
N SSF{sin infectar)

Fig. 5. Determinacion del porcentaje de fagocitosis in vitro El histograma muestra
los resultados obtenidos. Se trabajaron tres grupos de ratones, de los cuales 2 de
ellos fueron inoculados 10 dias antes con M. tuberculosis, el tercer grupo consistia
en ratones sin inocular. Al grupo 1 se le inoculd ELA, al grupo 2 SSF, 2 hrs
después se obtuvieron muestras de sangre y se determind el indice fagocitico
utilizando como particulas digeribles levadura de cerveza. Por ciento de
fagocitosis = No. de células con mas de dos particulas ingeridas / No. Total de
granulocitos.

ELA = Extracto Leucocitario Mejorado, SSF = Solucion Salina Fisiologica. Las barras de error representan fos
intervalos de conflanza, p= 0.05. n = 45 ratones (15 ratones para cada grupo).
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6.4 EFECTO DEL ELA EN LA ACTIVIDAD FAGOCITICA in vivo:

(ELIMINACION DE CARBON COLOIDAL).

Podemos observar en la figura 6 que la inoculacién del ELA en los ratones
aceleré el tiempo de eliminacién del carbon coloidal a partir de dia 3,
disminuyendo progresivamente con respecto al tiempo de la prueba hasta
desaparecer totalmente al los 30 min.

Comparado con el controt inoculado solamente son SSF, notamos que la
eliminacion del coloide siempre fue mas lenta ya que incluso a los 30 min se

encontraba adn presente.

ELIMINACION DE CARBON COLOIDAL

0.6

@5

2.4 1— NN NN

0.3 t

N
2,2 -

&1 1

ABSORBANCIA (650nm)

‘| 4] 3 z 10 36
-8,%

MINUTOS

: |SssF QELA

Fig. 6 Efecto del ELA en la actividad fagocitica in vivo: (eliminacién de carbén
coloidal). La grafica muestra los valores de absorbancia a 650 nm obtenidos al
inocuiar a un grupo de ratones el ELA y a otro grupo SSF (grupo control): Dos
horas después de inoculo tinta china en coloide, para posteriormente obtener
muestras de sangre del plexo retroorbital a diferentes tiempos.

ELA = extracto leucocitario mejorado. SSF = solucion salina fisioldgica. N = 15, en cada grupo. Las barras de
error representan los intervalos de confianza, p=0.05
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6.5 EFECTO DEL ELA EN LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN

CONTRA DE ERITROCITOS DE CARNERO

En la figura 7 podemos notar que al dia 5 los ratones inoculados con ef ELA
presentaron un titulo mayor, al dia 7 se mantuvieron igual y los dias subsecuentes
fueron menores los titulos de anticuerpos hemagiutinantes anti-eritrocitos de
carnero, comparados con los titulos producidos por los ratones del grupo control
inoculados con solucion salina, ya que este ultimo grupo presenté su maximo al
dia 14 y mantuvo resultados mas altos que los ratones tratados con el ELA, los
dias 21y 28.

ANTICUERPOS ANTHERITROCITOS

PE
| CARNERQ.
| 100
‘ 80 4
L35 &0
BEZ=
333: 40
ECF
TiF 20
0;,
-20 - 7 14
Dia
BSSF OELA|

Fig. 7 Efecto del ELA en la produccion de anticuerpos en contra de entrocitos de
carnero. A dos grupos de ratones se inocularon intradérmicamente eritrocitos de
carnero, 2 hr después al grupo 1 se le inoculo el ELA y al segundo grupo SSF, se
tomaron muestras de sangre a los dias 3,5,7,15,21 y 28 y se determiné el titulo de
anticuerpos hemagiutinantes producidos.

ELA= Extracto Leucocitario Mejorado. SSF= Solucion Salina Fisiologica. Las barras de error representan los
intervalos de confianza, p= 0.05. N= 35 animales en ambos grupos.
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6.6 EFECTO DEL ELA EN EL DESARROLLO DE HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA (DTH).

La figura 8 muestra los valores del grado de reacciéon (DTH) de ratones
Balb/c tratados con ELA especifico para ASB y con SSF respectivamente. Los
valores se obtuvieron de acuerdo a los calculos descritos en la seccion de
métodos. El histograma muestra un aumento estadisticamente significativo de la
inflamacion del cojinete plantar de los ratones inoculados con el ELA especifico
comparado con [a inflamacion presentada en los ratones tratados solamente con
SSF.

EFECTO BPE ELAEN DTH
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Fig. 8 Efecto del ELA en el desamollo de hipersensibilidad retardada (DTH). El
histograma muestra los resuitados obtenidos del grado de induracién a las 24 hr
de haber sido inoculados dos grupos de ratones, uno control inoculado son SSF y
el otro grupo inoculado con ELA especifico para ASB. Se determiné el grado de
induracion utilizando la formula descrita en la tecnica.

DTH = Hipersensibiidad Retardada. SSF = Soluciéon Salina Fisiologica. ASB = Albumina Sérica Bovina. ELA=
Extracto Leucocitario Mejorado Las barras de eror representan el intervalo de confianza, p=0.05. N=5
animales por grupo.
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7. DISCUSION.

Es a principios de los afos 40 cuando Landsteiner y Chase describieron por
primera vez la trahsferencia de la reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH)
de un donador inmune a uno no inmune utilizando para ello células de exudado
peritoneal de cobayo sensibilizados con cloruro de picrilo y un extracto de
Mycobacteria conocido hasta la fecha como tuberculina Las células de los
animales sensibilizados fueron transferidas a los receptores no sensibilizados y
éstos adquirian la capacidad de expresar la respuesta inmune celular de los
donadores; en estudios posteriores se demostré6 que esta transferencia de
inmunidad era mejor cuando se realizaba entre donadores y receptores que
tuvieran alguna relacion y solo cuando se usaban células intactas y vivas, porque
las células muertas ya no servian para esta transferencia. Fue en 1949 cuando se
probo este fendmeno en humanos, lo cual desperté un gran interés que llevo al
desarrollo de diferentes terapias que se basan en la manipulacién del sistema
inmune (inmunomodulacion) (Lawrence 1954). En 1955 se demostré que esta
reaccion llamada de hipersensibilidad retardada (DTH) podia ser transferida por
extractos leucocitarios solubles y dializables, llamando al componente activo
Factor de Transferencia. En los afios siguientes a 1963, la investigacion de este
fendmeno de transferencia inmunitaria permanecio estancada, sin embargo en los
afos 70 se utilizd en el sindrome de Wiskott-Aldrich in vivo e in vitro
confirmnandose con esto que el factor puede ser utilizado en otros padecimientos
(Fudenberg, 1993), ademas en 1973 se demostré que el factor tenia la capacidad
de inducir la produccion de citocinas en respuesta a antigenos especificos, asi
como la resistencia a la infeccion en pacientes con inmunodeficiencias primarias
(Levin, 1973). Actualmente, esta muy claro que la actividad del FT es antigeno
especifica (Rozzo y Kirkpatrick, 1993).

En el presente trabajo se muestran los efectos en el sistema inmune de un
extracto mejorado de leucocitos (extracto leucocitario activado, ELA), que ha sido
considerado de segunda generacién el cual mantiene la capacidad de modulacion

de la respuesta inmune, con una reduccidn considerable de las etapas de
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produccion utilizando un proceso de sensibilizacion y activacion in vitro por medio
de técnicas ya patentadas (Hadden, 1992), dicho procesos ha sido utilizado
originalmente para producir mezclas de citocinas en forma natural que ya han sido
probadas para su uso en distintos tipos de cancer, obteniéndose con estos un
relativo éxito como tratamiento preoperatorio de 10s procesos neopldsicos.

AUn no se conocen completamente los mecanismos de accion del FT sin
embargo se han observado muchos efectos, de todos ellos destacan dos: el
desarrollo de reacciones de hipersensibilidad retardada {in vivo) y secrecion de
citocinas in vitro. La posibiidad de transferir las reacciones de hipersensibilidad a
un individuo receptor es hasta el momento la propiedad mas importante del FT, en
este trabajo se demostré que el extracto leucocitario mejorado también indujo
reacciones de hipersensibilidad en los individuos receptores, asi mismo indujo
cambios notables en la celularidad de los animales inoculados, sobresaliendo el
aumento que produjo en el nimero de linfocitos y polimorfonucleares, que tal vez
refleje un efecto al nivel de médula 6sea y hematopoyesis.

En cuanto a la funcionalidad de las células T de pacientes tratados con FT
se ha encontrado que se incrementa la actividad citotoxica especifica contra
células tumorales (Kirkpatrick, 1993). Otros ejemplos de los efectos in vitro de la
administracion del FT, incluyen incremento en la activacion de los macrofagos y
en la produccion de IL-1 que favorece la produccion de MIF (factor de inhibicion de
la migracion) y aumenta la citotoxicidad mediada por anticuerpos (CMA),
incrementa la reactividad de los linfocitos en cultivos mixtos y la reaccion de
rechazo a transplantes, también promueve la quimiotaxis de leucocitos
(Kirkpatrick, 1997).

El ELA incrementé"de manera mas acelerada el peso relativo del bazo. Al
tercer dia post-inocutacion, se observo el pico mas alto en la grafica aunque
posteriormente fue disminuyendo, en comparacion con los resultados obtenidos
del grupo inoculado con el antigeno (ABS), ya que éste presentd su resultado mas
alto al dia 14, pero desde el dia 5 fue mayor comparado con el grupo tratado
solamente con el ‘ELA, lo anterior reflejaria un efecto de tipo adyuvante

impulsando el arresto y proliferacion de clonas de linfocitos B y T asi como la
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activacion de monocitos y células dendriticas presentes en este organo con el
consiguiente aumento de peso de este 6rgano inmunoldgicamente importante.

Otro hallazgo que se relaciona con los reportados por Kirkpatrick (1997) es
mantener la capacidad fagocitica de los animales infectados con M. tuberculosis,
ya que los animales infectados y tratados con el ELA presentaron una capacidad
fagocitica igual a la de los ratones que no estaban infectados, ni tampoco
inoculados con extracto, pero la actividad de los ratones infectados y que no
recibieron el extracto, los dias 7 y 14, disminuyeron sus niveles de fagocitosis,
recuperandose posteriormente al dia 21. Esto nos habla de una actividad directa
en las células fagociticas. En los experimentos futuros se debera tratar de rastrear
los marcadores celulares que expresan o son inducidos por la presencia del ELA
para tener una idea del (0s) mecanismo (s) de activacion de estas importantes
céluias.

Este efecto activador de la fagocitosis fue corroborado con otra prueba que
mide la eliminacion directa de carbon coloidal que se encuentra en circulacion de
ratones inoculados experimentalmente, y en donde se encontrd una aceleracion
de esta elminacion en animales inyectados con el ELA, evaluado dicha
eliminacién en un tiempo de 30 min, donde observamos que 10s animales tratados
con el ELA efiminaron mas rapida y totalmente el coloide que los ratones controf,
ya que estos al tiempo 30 min, todavia no lo eliminaban completamente.

Un fendmeno que se encontr6 en este trabajo y que es novedoso en cuanto
a los hallazgos de la actividad de otros extractos leucocitarios es el aumento de la
induccidén de anticuerpos anti-gldébulos rojos de camero en ratones al dia 5, en
comparacién con el control que muestra su titulo mas alto al dia 14, lo cual habla
de nuevo, junto con el aumento del tamafo del bazo, de un importante efecto que
impulsa la proliferaciéon quizad policlonal de linfocitos B (efecto adyuvante)
provocando el aumento considerable y a corto plazo del tamario de este 6rgano,
es probable que este fendmeno se deba a la induccién de un grupo de citocinas
que activen la produccion de anticuerpos o quiza a la estimulacion directa de las

células por las moléculas presentes en el ELA.

QFB ADRIANA MOLINA RAMIREZ 41



ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE UN EXTRACTO LEUCOCITARIO ACTIVADO

En el contexto anterior, observando que el ELA es un inductor o estimulador
de respuesta inmune celular se despiertan muchas expectativas en la terapia de
diversas patologias incluyendo el cancer. La respuesta celular es el principal
medio para eliminar las células cancerosas, cuando se reportd que el FT era
capaz de incrementar esta respuesta, se iniciaron muchos ensayos para utilizarlo
en pacientes con cancer en un intento de aumentar la respuesta inmune contra las

células tumorales.
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8. CONCLUSIONES.

1. Los valores de células rojas, no aumentaron al ser tratados los ratones con el
ELA.

2. Las poblaciones de leucocitos si presentaron variaciones en cuanto a la

cantidad de células al inocular ELA a los animales.

3. Lainoculacién del ELA a ratones hace que el peso relativo del bazo aumente a
los tres dias de la inoculacion, aunque disminuye posteriormente, a valores
mas bajos que los obtenidos después de la inoculacion con el antigeno (ASB),

dicho aumento se presenta en un tiempo mas corto.

4. La inoculacion del ELA en ratones infectados con M. tuberculosis mejorG el
funcionamiento de la fagocitosis in vitro, levandola a niveles casi normales en

los dias 7 y 14.

5. Lainoculacion del ELA mejora el proceso de fagocitosis in vivo al eliminar mas

rapido el carbon coloidal.
6. La produccion de anticuerpos especificos en este caso contra de eritrocitos de
carnero se produce en un tiempo mas corto en animales inoculados con ELA,

que en animales sin el extracto leucocitario mejorado.

7. La inmunidad celular, representada por la reaccion de DTH aumentd en

animales inoculados con ELA especifico para ASB.
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9. APENDICES

9.1 TECNICAS DE CONTEO DE POBLACIONES CELULARES.

) CONTEO DE CELULAS ROJA.

a.

Se lleno la pipeta de toma de eritrocitos hasta la marca de 0.5 con
sangre conteniendo anticoagulante.

La pipeta inclinada aproximadamente 45° se giré mientras se llenaba
con el liquido de Hayen hasta la marca de 101.

Tapando con el dedo el extremo inferior de la pipeta, se retird con

cuidado el tubo de aspersion.

. Tomandola entre los dedos indice y pulgar se sometié la pipeta a

agitacion durante 3 min.

Se ftiraron las primeras cinco gotas y se llend la cémara
hematocitométrica por capilaridad, sin que sé derramara por los
canales y a su vez quedara la superficie bien cubierta.

Se dejo reposar 3 min y se observd al microscopio.

Se realizé la cuenta de eritrocitos en 5 de los 25 cuadros pequeros
del centro (los cuatro extremos y el del centro) de ta camara de
Neubauer.

Para conocer el valor eritrocitario, a la suma de eritrocitos contados
se le agregaron cuatro ceros y el resultado se expresd en erotrocitos
por mm?,

La cuenta se hizo por triplicado, se calculé la media y la desviacion
estandar'y se hizo la grafica correspondiente en forma de histograma

con |os valores promedio de cada una de las sustancias evaluadas.

1)) CONTEO DE LEUCOCITOS.

a. Se llend la pipeta de toma de eritrocitos hasta la marca de 0.5 con

sangre con anticoagulante.
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b. La pipeta inclinada aproximadamente 45° se giré mientras se llend

con el liquido de Hayen hasta fa marca de 11.

Tapando con el dedo el extremo inferior de la pipeta, se retird con
cuidado el tubo de aspersion.

Tomandola entre los dedos indice y pulgar se sometié la pipeta a
agitacion durante 3 min.

Se firaron las primeras cinco gotas y se liend la camara
hematocitométrica por capilaridad, sin que se deramara por los
canales y a su vez quedara la superficie bien cubierta.

Se dejo reposar tres min y se observé al microscopio.

Se realiz6 la cuenta de leucocitos en 4 cuadriculas grandes de los
extremos de la cdmara de Neubauer.

Para conocer el valor leucocitario, se obtiene el promedio de la
suma de leucocitos contados y se multiplicd por 50 y el resultado
se da en leucocitos por mm”.

La cuenta se hizo por triplicado, se calculd la media y la desviacion
estandar y se hizo la grafica correspondiente en forma de
histograma con los valores promedio de cada una de las

sustancias estudiadas.

Il CONTEO DE PLAQUETAS.

a.

Se cargd con sangre una pipeta para cuenta de giobulos rojos
hasta fa marca de 0.5 y se llena con liquido de dilucién (oxalato de
amonio) hasta la marca de 101.

Se agito la mezcla por 15 min.

Se cargd la camara de Neubauer y se dejo reposar por 10 min en
una cédmara htimeda.

Se contaron las plaquetas en toda la cuadricula central con el

microscopio de contraste de fases y a mayor aumento.
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e,

La cifra obtenida se multiplica por 2000 dando el nimero de

plaquetas por mm®.

IV) CUENTA DIFERENCIAL POLIMORFONUCLEARES.

a.

En el extremo de un portaobjetos, limpio y desengrasado se
depositd una pequefia gota de sangre recién exfraida y con
anticoagulante.

Otro portaobjetos con bordes esmerilados se colocé en un angulo
de 45° sobre la gota de sangre y se dejo difundir por capilaridad a
lo largo de la ansta del portaobjetos, con un movimiento suave se
realizo ta extension de sangre lo mas delgada posible.

Se dej6 secar la extension al aire libre para evitar la ruptura de las
células.

En una camara de tincién conteniendo colorante de Wright se
coloco la extension seca durante 3 min-

Sin escurrir ni secar la extensidon se coloca en otra camara de
tincion conteniendo agua destilada durante 5 min.

Una vez transcumdo ese tiempo se saca de la camara y se deja
secar.

Se observa al microscopio y se hace el contec diferencial por
triplicado.

Se calcula la media y desviacidén estandar y se hace la grafica

correspondiente en forma de histograma con los valores promedio.
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9.2 TABLAS

1) VALORES HEMATOLOGICOS.

GR GB

10%mm3  x10¥%mm3 [P (X10) PMN (%) L (%)
SSF 9.2 136 24 17,2 72,3
ELA 8,5 18,9 29,98 30,4 90

TABLA 1. Muestra los valores hematologicos promedio obtenidos en los animales
inoculados con el ELA y de animales inoculados con SSF.

ELA= Extracto Leucocitario Mejorado, SSF= Solucion Salina Fisiolagica, GR= Glébulo Rojos, GB= Globulos
Blancos, P= Plaquetas, PMN= Polimorfonucleares y L= Leucocitos)

) PESO RELATIVO DEL BAZO.

GRUPO| DIAS 0 3 5 7 14 21 28
Antigeno

1 (ABS) 7.9 88 | 352 64 704 | 352 | 24

2 ELA 8.9 48 288 | 144 1 144 | 72 56

3 SSF 8.1 7.9 8.7 8.2 7.9 8.1 7.9

TABLA 2. Valores promedio por dia de 10s pesos relativo§. (g) de tres grupos de
ratones. El grupo 1 consistia en animales tratados con antigeno ASB, el segundo
grupo ratones inoculados con el ELA y el grupo 3 con SSF.

Pesos relativos (x 10~ ). ELA= Extracto Leucocitario Mejorado, SSF= Solucion Salina Fisiolégica, ASB=

Albumina Sérica Bovina.
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lly  FAGOCITOSIS IN VITRO

GRUPO DIAS 0 3 5 7 14 21
CIELA
1 oon A\:Iinfiz\:risloys) 99 99 99 99 99 99
2) SIELA
(rfeciados
2 o Rkl 99 99 99 85 87 98
3 3) SSF 99 99 97 98 99 98

TABLA 3. Muestra los valores promedio por dia, del porciento de fagocitosis in
vitro, de tres grupos de ratones. En donde los dos primeros grupos fueron
previamente infectados con M. tuberculosis: el grupo 1 inoculado con ELA, el
grupo 2 sin ELA y el grupo 3 son ratones inoculados solamente con SSF.

Los valores representan el p(;rcenlaje de (agoéﬂosis que se conoce como indi(izéifagociticq ELA = Extracto
Leucocitario Mejorado, SSF = Solucion Salina Fisiologica.

IV)  FAGOCITOSIS IN VIVO (carbén coloidal).

DIAS 0 3 7 10 30
SSF 0.425 0.412 0.394 0.378 0.259
ELA 0.446 0.318 0.288 0.067 0

TABLA 4. Valores promedio obtenidos por dia, de absorbancia a 650 nm en la
determinaciéon de fagocitosis en vivo por la técnica de efiminacion de carbdn
coloidal a tiempo de 30 min.

ELA = Extracto Leucocitario Mejorado, SSF = Solucion Salina Fisiologica.
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V) PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN CONTRA DE ERITROCITOS DE
CARNERO.

GRUPO | DIAS 0 3 5 7 14 21 28
1 SSF 0 88 | 352 64 704 | 352 24
2 C/IELA] © 128 1 704 | 64 32 22,4 8

TABLA 5. Titulo promedio por dia, de anticuerpos hemaglutinantes obtenidos de
dos grupos de ratones: El grupo 1 inoculado con SSF y el grupo 2 con ELA, los
ratones fueron inoculados dos horas antes con eritrocitos de camero.

Los valores representan log » del titulo de anticuerpos hemaglutinantes. ELA = Extracto Leucocitaro
Mejorado, SSF = Solucion Salina Fisioldgica.

Vl) DESARROLLO DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA (DTH).

ratones 1 2 3 4 5 promedio
SSF - o33 0.37 33 0.32 032 0.334
ELA

(especifico L)

para ASB) 0.44 0.43 0.45 0.43 43 0.436

TABLA 6. Valores promedio del grado de inflamacién de cojinete plantar de
ratones inoculados con ASB {(grupo 1) y ratones inocutados con SSF {grupo 2),
para determinar la respuesta de hipersensibilidad retardada

ELA= Extracto Leucocitano Mejorado, SSF = Solucion Salina Fisioloégica. ASB = Albumina sencﬁgg
-
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