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Con objeto de evaluar el FT como inmunoterapia conjunta al tratamiento
antifimico en pacientes con Tb pulmonar (TbP), se realizé un estudio de
doble ciego en un grupo de 26 pacientes, el cual por eleccién al azar se
dividié en dos grupcs: uno de 17 pacientes a los cuales se les administro
10 dosis de FT y otro grupo de 9 pacientes 'control" a los cuales se les
adninistré las mismas dosis placebo (solucidtn salina fisioldgica). Antes
de aplicar el FT especifico (FTe) de cada paciente se probd la potencia
del mismo para modificar la respuesta celular iﬁ vive por medio de una
intradermorreacion (IDR) y/o in vitro por medio de la prueba de Pactor
inhibidor de la migracion de leucocitos (FIL). |

Se wvalord el estado inmunoldgico clinico y bacteridlogico de loe.
pacientes antes, durante y después del tratamiento. »

El perfil inmmoldgico comprendié: Poblacién total de linfocitos T y
linfocitos B, concentracién de  irmunoglobulinas séricas IgA, IgG e IgM,

concentracién de comi:lemento hemolitico al 30% y de sus componentes C y.
C, IDR y FIL a tres antigenos (Ag): Derivado Protéico Plrificadosde
Tﬁbercul ina (PPD), Varidasa (Var) y Coccidioidina (Cocci),. capacidad
fagocitica y capacidad de produccion de interleucina-2 (IL-2). -

El perfil clinico de leo= pacientes comprendid la evaluacién de los |
siguientes parametros ''tos., hemoptisis. sintomas genera‘les‘j‘l.nnto con una
curva pornderal.

La evaluacidn bacterioldgica consistid en la bisqueda de baciios acido

alcohol resistentes.



Se ODSErv® g en general los pacientes que recibieron la terapia‘

combinada con FT mejoraron 'desde el punto de vista clinico y
bactericlogico en comparacién con los que recibieron placebo y terapia
convencional solamente. Respecto a los parametros inmunoldgicos no se
encontraron diferencias gignificativas entre ambos grupos, a excepcion de
la capacidad de produccién de I1~2 la cual aumentd en forma considerable
después del tratamiento en aquellos pacientes tratados con FT.

Se concluye que el tratamiento combinado proporciona mejores
resultados que el tratamiento convencional y se propone que en estudiocs
posteriores se incremente el nupero de dosis de FT con el propdéaito de

obtener mejores resultados.



INTRODUCCION

Las altas tasas de morbilidad y mortalidad en tuberculosis (Tb)
indican que sigue siendo una de las enfermedades crénicas mAs ipportantes
cie salud publica en el mundo. ' a

En 1986 1la Organizacién Mundial de 1la Salud reportd, de 8 a 1@
millones de personas con diagnostico nuevo de Tb; mientras que en los
Estados Unidos de Norteamérica, se reportaron cerca de 23,000 cascs nuevos
de Tb, 1o que representd un 2.6% de incremento respecto al afio anterior.

En México en 1985 el nimero de casos notificados por el Sector Salud
fué¢ de 18.023., lo cual representé una tasa de 22.6 por cada 100,000
habitantes. Este mismo affo en el estado de Nuevo Ledn el Instituto
Mexicano del Seguro Social reportd durante el pericdo de enero a agosto
0.27 casos de Tb por cada 10.000 detecciones hospitalarias (1). En el
primer semestre de 1988 fambien en el estado de Nuevo Leon lnADirécc'i‘On
General de Epidemiologia de la Secretaria de Salutridad y Asisteﬁcia
(SSA)., reporta un prowedio de 4 rmuevos casos de Tb pulmonar por Semana (2)

la Tb es wuna enfermedad de dificil control debido a las
caracteristicas particulares del bacilo tubsrculoso, a pesar de que en ls
actualidad se cuenta con medicamentos altamente efectivos para su
mane jo. En este padecimiento el estado inmunoldgico del individuo. es de |
vital importancia. ya que el paciente con Tb presenta una alteracidén en su
respuesta inmune de tipo celular, lo que probablemente se f-elaciom con
la alta incidencia de fallas terapeuticas.
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En base a lo anterior y con la idea de mejorar la respuesta inmune con
syuda de inmunomoduladores como apoyo a los farmacos antifimicoe
convencionales se utilizoé Factor de Transferencia (FT) en pacientes con Tb

pulmonar .



ANTECEDENTES

NATURALEZA Y ACTIVIDADES DEL FT

La definicidén funcional del FT incluye la capacidad de transferir
inmunidad celular medida por Hipersensibilidad Tardia (HT) de un individuo
sensible a otro receptor no sensible.

Lardstainer y Chase er.x 1940 (3) fueron los primsros que transfirieron
hipersensibilidad tardia (HT) a cobayos no sengibles utilizando leucocitos
viables de cobayos sensibles a tuberculina. _

Lawrence en 1949 (4) fué el primero en transferir HT en humancs per
medio de la transferencia de leucocitos viables obtenidos de donadores
sensibles. Posteriormente modificd su ensayo y en 1955 (5) transfirié HT
a individuos no sensibles utilizando ext;ractos de células de domadores
'sensibles a la tuberculina y a la substancia M es&‘éptéooccica. A partir
de 1956 lawrence Yy Papenheimer (6) denominaron "Factor de transferencia”
(FI) a la substancia contenida en el extracto de leu;:itos dializado ‘
(ELD). cuya actividad biolégica era la responsabie de la transferencia de
la HT. . | |

Baram y col. (7) en un intento de aislar la fraccion responsable de la
transferencia pasiva de la HI, fraccionaron leucocitos de sangre
periférica de humanos altamente sensibles y no sensibles a el derivado
protéico purificado de Mycobacterium tuberculosis (FPD) . Por
cromatografia en DEAE celulosa separaron diferentes ﬁaccioms y para’ cada
una se probd la capacidad de transferir HT. En sus resultados observaron

gque entre las células de donadores no sensibles y sensibles al antigeno no
existian diferencias en el numero de componentes, ni en su capacidad de
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migracién, y el qnico componente comn en todas las fracciones se

determin®é como una proteina pamcida a la de las gamma-globulinas por
medio de una inmunoelectroforésis.

En los intentos por obtener un modelo de evaluacidn de la actividad
del FT varios grupos de investigadores emplearon ensayos de induccidn en
linfocitos. Dentro de ¢stos se encuentra el grupo de Asher y col. (8)
quienes midieron la incorporacitn de timidina en la proliferacién de
linfocitos no inmines tratadog con FT como método in vitro para
correlacionarlo con la actividad in_ vivo. Observaron que el ELD que
contenia el FT obtenido a partir de domadores sensibles in vivo,
incrementé la proliferacién de linfocitos no inmunes al antiganoA
relacionado en un rango de 2 a 25 veces mAs que 'loe controles tratados.
solamente con el antigeno (Ag).

Eichber y col. observaron que el FT obteriido dé donadores inmunes
induce inumunidad celular in vivo e in vitro en primates lihre's de
gérmenes (9).

Burger y col. realizardén estudios solwe la transferencia ds 1a
respuesta inmine wp?cifica ob';:eniendo FT de un mismo grupo de donadores
antes y después de sensibilizarlos a. Hemocianina (KIH), y obeervaron que
el FT preparado después de la sensibilizacién fué capaz de transferir ésta
respuesta (10),

Kirkpatrick y col. (11) realizaron transferencias seriadas especificas
utilizando FT obtenido a partir de un paciente restablecido de candididsis
mucocutdnea quien a su vez habia recibido FTe. Este FTe demostrd tener

capacidad para sensibilizar pasivamente a otros dos individuos,
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Posteriormente  en 1974 Gallin y Kirkpatrick (12) utjlizando
cromatografia en Sephadex G-25 analizaron las diferentes fracciones de el
FTe, encontrando que la fraccion II tenia uma actividad quimotactica, con
actividad debil para monocitos y gramulocitos, la cual pierds su potencia
‘por almacenamiento durante 2 semanas a 4°C o con calentamiento a 56°C par
30 min. Neidhart y col. (13) estudiaron mds ampliamente esta fraccitn II,
y determinaron que era la fraccion mponsaﬁle de la actividad en la
transferencia de la reactividad a KIH en el homlxre, y reportaron gue
contenia hipoxantina.Fstos mismos autores mediante un ensayo de ’
transferencia local y sistémica de tuberculina determinaron en la fraccién
IV la mds alta actividad bioldgica in vivo.

Otra de las estrategias utilizadas para estudiar el FId fué la
utilizacién de un modelo animal que facilitara las preparaciones de FTd.
Asi tenemos que Welch y col. en 1975 (14) mediante la administraci¢n de
FId obtenido a partir de humanos inmunes a PPD y varidasa (SK-8D)
transfirieron la reactividad de HT hacia estos antigenocs e cobayos.

Wilson y col. (15) wutilizando Sephadex G-25 obtuvieron una fraccién
responsable de transferir HI en cobayos estimulados y la dencminaron
"TFg", esta fraccién fué similar a la fraccion “TFc” abtenida por
Zuckerman y col. (16, 17) . En el apdlisis cromatografico de la fraccidn
Tfg se encontré dos subfracciones responsables de la actividad: “Tx" y
"Tfgl" siendo sus principales componentes la hipoxantina y el wracilo.
Sin  embargo se demostro contrario a otrog trabajos (N-2)



«ue la hipoxantina no juega un papel directo en la transferencia de HT
pero si tiene efecto en -la produccien de FIL . la fraccién Tx par otro
lado mostré ambas actividades biclégicas (18).

Gottlieb (19) separé los componentes del Factar de transferencia
humano {(TFh). Aproximadamente el 85% de los polipéptidos los recuperaba
mediante una nembrana de diAdlisis de 3,500 Da, en éste mismo trabajo
demostrd que los polipéptidos producian una reaccion dérmica la cual
involucraba elementos de sensibilidad immediata y tardia.

Miyagawa ¥y c¢ol. en 1978 (20) utilizaron células de pacientes con
leucemias linfoblasticas y con inmunocdeficiencias celulares, y demostraron
que el FT induce en los linfocitos no imuneé de estos pacientes lil
produccién de FIL en presencia de PPD.

Krohn y col. (21) demostraron que la actividad de esmversion de las
pruebas dérmicas se encuentra en una fraccién que contisne croméforos, i®
cuales muestran absorbancia mAxima & 260 mm.

Kirkpatrick y col. (18, 22) denominaron fraccion Illa a la fracpidn
responsable de la transferencia dérmica. Esta fraccidn ?luyo tiend un-
Punto isceléctrico de 1.6 y cuamdo se somete & cromatografia ligquida do
alta presién (HPLC) se obtienen multipleg regiones cromoféricas;
encontrando el 90% de la reactividad del FT en la regién dencminada “Rla"
(22).

lawrence y col. (5) mediante dialisis multiple calcularon el peso
molecular del FT, entre 3,500 y 12,000 Da probablemente no mayor de 4,000
Da, Observaron tembién gque el FT es resistente a ribonuclessa,



desoxirribonucleasa y tripsina por 1o que reportan Que no €3 una pmteim

© 4cido nucleico convencional, ademis es resistente a acetona, alcohol y
urea 6M (3, 23).

Burger |y col. (24) examinaren la egtructwra polipeptidica del FT,
utilizando peptidasas especificas terminales: carboxipeptidasa A,
especifica para el extremo carboxilo termimal 1la cua-l destruyd la
actividad del FT, también wutilizaron la leucina amino peptidasa,
especifica para el extremo amino terminal y ésta ditima no alterd la
actividad de! FT.

La configuracion molecular exacta no se ha identificado, sin embargo
Burger y c¢ol. (22, 23) propusieron un modelo que contiene incsina o IMP
(3' - fosfato mononucledtido), ribosa, un grupo fosfodiéster y una cadena
polipeptidica (Fig. 1). |

Por otro lado Fudenberg y col. (22, 26 y 25) estudiaron las fracciomnes
del DLE precipitadas con solventes organicos, obtuvieron la fraccicm
activa denominandola IVb. Esta fraccién fue tida a cromatografia HPLG
cbteniendo las subfracciones HPLC-PKS y HPLC-PK7 con un tamafio de 1,000 @
2,000 Da cada una, en base a estos resultados y los obtenidos mediants
procesamientos enzimaticos proponen dos modelos estructurales para los
componentes del FT dencminandolos "FT-HS y FT-H7" (Fig. 2).

lawrence y Borkowsky en 1981 (27, 28) encontraron en el ELD dos

actividades especCificas de Ag: una que tiene funcien cooperadora—inductora
denominada "Factor Inductor"” y otra que tiene funcién supresara denominada
"Factor Supresor”.



estos datos concluyeron que el F1 es un producto de cejylas Tc el cual se'

une selectivamente a células Ts y a macrofagos (28). Posteriormente con
objeto de caracterizar el FI utilizaron anticuerpos monoclonales
anti-regién variable pesada de inmunoglobulina (VH), anti-regidn variable
kappa de inmunoglopulina VK, anti-regiéon variable lambda de
inmunoglobulina VL, anti-regidn antigeno I (Ia) del complejo principal de
histocompatibilidad humano (HLA) y anti-regién B — 2 microglobulina humana
come  inmuncabsorbentes para el ELD y probaron los eluidos enh la prueba de
IML y encontrardn que la actividad del FI desaparece del eluido cuardo se
absorbe con anticuerpos anti-regién VH y anti-Ia humano, sin embafgo, esta
actividad no se altera con anticuerpos anti - B - 2 microglobulina. Con
todo esto concluyeron que el FI expresa determinantes de la regién VH, .
probablepente de la regidn Ia, pero no de la B — 2 microglobulina. En base
a esto sugirieron que el FI puede ser un fragmento proteolitico dializable
de un receptor de Ag que confiere reactividad inmune a poblaciones de
celulas T no inmunes en virtud de su capacidad de unién al Ag; suguisren
ademds que estd invelucrada en un proceso regulatorio por su actividad de |
union selectiva a células T supresoras (Tg) y macrdfagos (28).

El Factor Supresor (FS) especifico de Ag que tiene un peso molecular
entre 3,500 y 12,000 Da se encuentra en e] dializado proveniente de
poblaciones de linfocitos no purificados (29). Este dializado contiene
también actividad supresora no especifig:a de Ag que puede ser separada
mediante didlisis quedando ésta en el dializado de menocs de 3,500 Da
(28). Al probar la actividad del FS en poblaciones de células no inmunes

por IML, no se detectd la inhibici¢n en ausencia del FT; el FS no se une
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al Mg eéspecifico pero si al anticuerpo especifico. Esto se ocbservd
cuardo  eliminaron el FS5 especifico de Bg del dializado mediante
anticuerpos especificos, vy se comprobd cuando este anticuerpo.
inmunoabsorbente se abéorbia previamente con el Ag relacionado y luego se
usaba como inmunoabsorbente del dializado y no habia disminucién del FS en
el ) eluido (27). Adenmds el FS que se une al anticuerpo, se puede
recuperar por tratamiento con glicina-HCl y su actividad es comparable a
la de preparaciones de dializado crudo en la pwueba de IML (Fig. 3y 4).
Para rastrear el origen celular del IS, los mismos autores separaron
poblaciones celulares de Tc¢ y Ts usando anticnmpos {(Acs) monoclonales y
observaron gque el dializado preparado de las células Ts contenia la
actividad supresora en la prueba de IML. En sus estudios de ahsorcidn del
dializado que contiene FS con poblaciones de ceélulas purificadas
cbservaron que el FS era abscarbido completamente por oélt._xlas Tc »
macrofagos pero no por células Ts ni polimorfomclear‘u;: Para determinar
la existencia de determinantes de la region V, de la region Ia sobre el
FS, usaron Acs inmunoabsorbentes anti-regién Ia y cbservaron que el FS se
une a anti-VK y a anti-VH pero no a anti-f-2 microglobulina, concluyendo
qgue el FS expresa un determinante de la regién V, probablemente de la
regiéon Ja, perc no de el determinante f — 2 microglobulina (28). Cuando
trataron células inmunes primero con FS y luego con Ag observaron que la’
respuesta al antigeno se abatia en unma IML,. en‘ cambio si las células
inmunes se trataban primero con e] antigeno y luego con el FS entonces no.
ocwria alteracidn de la respuesta, sin embargo, si las células inmunes se

trataban con el FS y con el Ag al mismo tiempo entonces la respuesta se
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suprimia parcialmente. Con este sistema sugirieron que el FS compite con
el A especifico por el sitio de unidn al Ag en las células Tc inmunes
(27).

Por otro lado Lawrence y Borkowsky (25) en coozﬂirﬁcion con Burger
(1983) demostraron que podian restawrar la actividad de las fracciones de
FI dializable que inicialmente no presentaban actividad en un ensayo de
IML, al remover un iphibidor de la actividad de FI; parecido al FS el
irhibidor se wune a immunoabsorbentes preparados con Acs especificos,
pudiendo ser recuperado con glicina-HCl. Se cree que este inhibidor de la -
actividad del FI y el FS especifico son dos cosas diferentes, sin embargo
la identidad de este inhibidor es aun desconocida. Con tedos los estudios.
anteriores Lawrence Yy BorkowsKy (1983) corx:luyémn que el FS disminuye la
respuesta de las células inmunes a los antigencs relacionados (25).

En las Tablas 1. 2 y 3 se resumen las propiedades de el Factor de
Transferencia, el Factor Inductor y el Factor Supresor.
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MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accién exacto de e} FT en el sistema inmune no me
concce sin embargo se han propuestc') varios modelos:

En 1974 Burnet y col. sugieren que el FT funciocna como una molécula
que -aumenta la sensibilidad antigénica de células potencialmente
respondedoras.  Proponen un modelo de efecto en cascada, postulando que la
membrana citoplasmatica de las «células T posee - receptores para
determinantes antigénicos y para FTe. La activa_ucibn- de las oélulas
mediante la interaccion entre el antigeno y su receptor estimula la
produccién y liberacion de linfocinas y FTe; las woléculas de el FT asi
liberadas interactiian con los receptores de otras células que responden
potencialmente al antigeno y aumentan de esta forma la,reépueata'al nismo
{32)

Kirkpatrick en 1975 (18) sugirid que el FT contiens una infarmacidn.
instructora que genera en las .células que no responden, la capacidad para
responder a ciertos antigenos, también propone un modelo en el que el FT
funciona amplificando o desenmascarando la ' respuesta de célules
previamente sensibilizadas. Hamblin ¥y col. (1975, 1976), han reportado
otro posible modo de accién, en el que el FT actua como un expanscr clomal
Yy que ademds aumenta la proliferacién de cualquier clona de linfocitce que
responda pobremente. ' , N '

Lawrence y Borkowsky (27, 28), postularon que la actividad especifica
de eantigeno en el EID es la de aumentar y armar mbpoblaciorlés de células
T directa o imdirectamente a través ‘de macrdfagos con una estructura

especifica, la cual se une al antigeno Yya. que la actividad
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especifica de antigeno: a) Conwierte células no immunes a un estado de
reactividad al antigeno con un patrdn dependiente de la dosis; b) la
actividad se puede absorver pa.«.;.arﬂola a través de los Ac monoclonales
purificados.

En base a 1o anterior sugieren que la actividad especifica de antigeno
puede ser un fragmento dializable de un sitio receptor de células T
inmunes o bien la porciédn de un producto del gene de la region. V o quizaA
un producto uUnico del gene de la regién Ir que presenta el antigeno a
otras celulas. |

Wilson y col. en 1982 (25, 33) proponen un mecanismo de accion del FT
humano basandose en los datos obtenidos del FT liberado por el antigeno
especifico para tuberculina: a) Cuando los linfocitos inmunes se incuban
con el antigeno liberan solo FT-H5 desfosforilado, este aparentemente_es
derivado de la superficie celular y es liberado no especificamente por
linfocitos incubados por periocdos prolongados a 37°C como parte de un
proceso de cambio normal de los constituyentes de membrana; b) El FT-HS
defosforilado parece ser la estructura del FT actual, la cual lleva pu!;te
del receptor especifico del antigeno de las células T, éste aparéntemte
es derivado de un precursor de FT-HS el cual es modificado par
fosfodiesterasas y nucleasas (por eso la diferencia en su estructura); ¢)
El papel de FT-H7 es producir la respuesta de linfocitos al antigenc.
También suponen que el FI-H/ no es libefado normaimente por la ceélula,
sino que es un componente intracelular cuya posibfe funcién es la de -
actuar como regulador genético ademas de estar involucrado en la siméie.

de FT-HG.

13



USO CLINICO

Fué en 1570 que Levin y col. (34) iniciaron la imnoterapia con FT
particularmente en pacientes con sindrome de Wiskott-Aldrich. Su -
aplicacién se‘ extendié a otras immunodeficiencias tales como
A.taxia—Tala'giectacia. Hipogammaglobulinemia variable e inmunodeficiencia
combinada (39).

En enfermedades malignas también se ha reportado la utilizacion de FT
con buenas perspectivas, por ejemplo en osteosarcoma, en donde unz vez
diagnosticado el paciente, el periocdo de sobrevivencia es de 1 a 2 afios, y
se ha demostrado que aplicando el FT como inmuncmodulador adjunto al
tratamiento ortodoxo se ha logrado aumentar la vida de los pacient;es (37).

También se ha vreportado la utilizacion de el FT en algunas
enfermedades virales por ejemplo. en hepatitis activa y crdnica como
inmunoprofilactico (36), en herpes simple (38) e incluso en herpes zoster
oftalmoldgico, donde se observd remisidn a las 6 h despuss de éu aplicaién
(39).

Con respecto a las enfermedades infecciosas .ee han observado
resultados muy satisfactorios. Se ha aplicado en candidiasis mucocutdnea
(40). coccidioidomicosis (41), coccidioidomicosis crénica anérgica (42) y
toxoplasmosis (43): dentro de las enfermedades micobacterianas se ha
utilizado en lepra lepromatosa (44) y tuberculosis.

la respuesta inmunoldgica a la infeccién tuberculosa involucra todo el

sistema, sSin embargo, la mAg importante es la respuesta celular
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principalmente los linfocitos T. El papel de los linfocitos B no es muy
claro, no obstante se ha reportado que [os pacientes con Tb tienen niveles
elevados de Acs contra Ags diferentes a los de las micobacterias (45,
46} . Los linfocitos T tienen un papel primordial en esta respuesta los.
'lmfomtos T cooperadores interactuan con el bacilo o con sus antigenos y
provocan la liberacién de mediadores como linfocines y otras sustancias
que amplifican la respuesta (47).. _ |
P I Sitconb y Rocklin (48) utilizaron por primera vez ol FTo coeo
inmunoterapia de apoyo en un caso de Tb miliar. | o
fn pacientes con infecciones con Mycobacterium Fortitum se utilizd el
EID como agente inmunoterapéutico e ima.mqprofi lactico obt';enierrlo una |
evolucién total de la enfermedad, lograndose ademds  eliminar 108
medicamentos antituberculosos (49); también se ha utilizado el ELD en.
pacientes con ostiomielitis fistulante tuberculosa como | imn"bte'mpid
adjunta y se observd disminucién de los sintomas (50). | |
En infecciones por Mycobacterium Xenopi con resistencia a antifimicos,
se aprovecho la reaccidn cruzada gue presenta con Mycobacterium
tuberculosis y se prepard FTe a este Ag: La utilizacién de este FTe
revirtio el curso de la infeccién (51). | ‘
Estrada—Parra y col. realizaron varias imestigacim utilizando Fte
en pacientes con Tb pulmonar avanzada resistentes al tratamiento

antifimico, demostrando una franca pejoria clinica e inmunolégica. Sin

embargo existen algunas ocaciones en dorde la utilizacisn
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del FTe falla como apoyo inmunoterapeutico (53).

Debido a la controversia que existe en la utilizacién del FTe: en este
trabajo se probd la potencia ‘in vitro y/o in vivo dél FTe, antes de su
aplicacién en cada paciente, ademas se ha m@ﬁﬁo que los pacientes con
T pulmonar se caracterizan por presentar una baja produccion de IL-;2
(54); es por eso que en el perfil irmunclégico que se determind en cada
paciente se introdujo la ‘teécnica para evaluar la capacidad de la

produccion de IL-2.

16



HIPOTESIS

Suponemcs que 1os pacientes con Tuberculceis Pulmonar activa tratados
con Factor de Transferencia especifico Y Quimioterapia presentaran una

mejoria clinica e inmunolégica, de mayor relevancia que aquelleos tratados
sclamente con quimicterapia. A

17



OBIJETIVOS

Determinar el tipo de alteraciones que existen a nivel de la
respuesta inmune en los pacientés con Tuberculosis Pulw
activa. ‘

Demostrar que la inpunoterapia con BExtracto de Leucocitos
Dializado conteniendo Factor de Transferencia combinada con la
quimioterapia antifimica, produce mejcres resultados clinicos en
los pacientes que cuando se utiliza solamente la quiioterapia..
Probar =i el Factor de Transferencia es capaz de rest.am-ar

algunas de las alteraciones immunoldgicas.
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MATERTIALES Y METODOS

PACIENTES ' ‘

En el presente estudic se trabaijé con pacientes con TbP activa, con
baciloscopla positiva y que al momento de iniciar el estudio no padeciex;‘a.n
oi:ra(s) enfermedad(es). El rango de edad de los pacientes fué de 26 a 56
afica, siendo el promedio de 41 afls. Se incluyeron pacientea tanto
resistentes al tratamiento log cuales tenian de 2 a 21 afios en tratamiento
8in cwacién (siendo 11 afios el promedio) asi como pacientes virgenes al

tratamiento.

DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se realizd siguiendo un sistema de ‘‘doble ciego" donde
ninguna de las personas que trabajaron en farma directa con los pacientes
,(médicos, enfermeras, quimicos, etc) conocia la distrihuci&a de los
pacientes del grupo control o del placebo.

Los 26 pacientes se dividieron al azar en dos grupos:

- Pacientes 'problema" los cuales recibieron quimioterapia mis 10
dosis de FT, una por semana, las primeras S5 semanas y cada 15 dias
hasta concluir. |

- Pacientes ‘'control” los cuales recibieron quimioterapia m&s 10
dosis de placebo (solucién salina fisioldgica)l.

Para la quimioterapia antifimica convencional se _ utilizaron
combinaciones de las siguientes drogas: Ieoniacida, Etambutol,
Rifampicina, Pirazinamida y Morfocinamida.

El FT se obtuvo de personas sanas, preferentemente convivientes de "
pacientes, con IDR positiva a PPD (induracién mayor de 10 mm), en cada
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paciente el lote de FTe que se utilizo fué seleccionado previamente
probardo su capacidad cde modificar la respuesta del paciente a PPD in vivo
y/0 in vitro como se describe mds a‘delante.

A cada paciente se. le realizd un perfil inmunolégico y clinico antes
(semana 0), durante (semana 6) Yy después (semana 17) del tratamiento o
placebo.

[a evaluacion inmunologica comprendidé: poblacién total de linfocitos T
y de linfocites B, cuantificacidn de inmunoglobulinas séricas (IgG, Igh ¢
IgM), IDRs (PFD, Var. Cocci), LIF (PPD, Var, Cocci), capacidad fagocitica,
capacidad de produccion de IL-2, complemento hemolitico al 50% y los
componentes C y C . |

3 4

El perfil clinico comprendidé los siguientes pardmetros: tos,
hemeptisis. fiebre, sintomas generales y uma curva p&‘d:aml.

Rdemds se realizaron en forma periddica exdmenes baciloscodpicos parg
la bisqueda de bacilos &cido alcohol resistentes en esputo por la técnica

de Ziehl—Neelsen.

PREPRRACION DEL FT

La obtencién del FTe se realizd utilizando el método de Lawrence (18):
se obtuvieron 500 ml de sangre periférica de cada donador reactor a FFD.
en bolsas de coleccion de sangre triples (CPDA-1, Ferwal I.ahoratories',
Deerfield, Illinois, USA), se centrifugd a 800 rpm durante 15 min
(centrifuga Beckman JB-21). Se separd el paguete de plasma en una de las
bolsas laterales y se sometid a una segunda centrifugacion a 1,500 rpm
durante 15 min para separar el paquete de leucocitos, Posteriocrmente se
realiz® una cuernta leucocitaria para determinar lag unidades de FTe de

8
cada lote. (Una unidad de FTe = 1 X 10 linfocitos).
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El paquete celular obtenido se lisd por 10 ciclog sucesivos de
congelacion y descongelacion, y el extracto se scmetid a didlisis contra
agua destilada utilizando un tubo de didlisis de 12,000 Kd. El dializado
se repartid en viales, se liofilizd en una liofilizadora (Freezzmobile 12,
Virtis, Co. Gardiner, N.Y. USA) y congeld a =70°C hasta su uso (18).

POTENCIA DEL FTe
Determinaciéon de la potencia in vitro mediante el ensayo de FIL:
Se utilizd el ensayo de FIL descrito por Bloom (55). Se cbtuvieron 20
ml de sangre periférica y se dejaron sedimentar durante 45 min para
separar el plasma, el cual se ¢o0locd en un tubo con tapdn de rosca. los
leucocitos se lavaron 3 veces con una solucién de Alsevers pH 6.8 ~'
(Apendice A), por centrifugacién a 1,500 rpm durante 10 min en cada lavado
(centrifuga Beckman JB-21), el d4ltimo lavado se resuspendié en 1 mi de
Medio Esencial Minimo Modificado porDJlMéco (MEMD,. Gibco Laborataries
Grand Island N.Y.), la suspensidén celular se dividié en dos tubog. uno
conteniendo0.1 ml del 1lote de FTe a probar y otro control con 0.1 ml de
MEMD, se incubaron durante 30 min a 37°C. Postericrmente las células se
centrifugaron y Se resuspernden nuevamente en MEMD, para empaquetarse en
capilares estériles., éstos se sellaron por uno de 108 extremcs, y se
centrifugaron a 1,800 rpm por 7 min, se cortaron en la interfase celular, '
se colocaron én las camaras de Bloom previamente preparadas con parafina
cubreobjetos y grasa de silicén, se llenaron con MEMD y se agregd 0.1 ml
de los antigenos a probar utilizando como control el FTe sin estimulacidn

antigénica.
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Determinacién de la Potencia in vivo wmediante intradermcrreaccidn al
antigeno relacionado:

Se aplicd intradérmicamente ;m el antelrazo 0.1 ml de Pte del lote de
FT a probar; 24 h después se aplicd el antigeno (FPD) en la misma zona,
posteriormente a las 48 h se realizd la lectura de la prueba midiendo la

zona de induracién en mm.

APLICACION DEL FTe

A cada paciente se le aplicaron 10 unidades de FTe o placebo (solucidn
salina fisiolégica, liofilizada de apariencia y envase igual al del FTe).
La via de aplicacitn fué subcutdnea en la region del misculo deltoides
(L-10} .

PERFIL. INMUNOLOGICO

El perfil immunoldgico evaluado en cada paciente antes (semana 0),
durante (semana 6) y después (semana 17) de la inmunoterapia comprendid
las siguientes pruebas (Tabla 4):

Intradermorreaccion:

Se utilizdé el PPD de 2 U, Coccidioidina 1:100 (donados por la Gerencia
General de Reactivos Biolégicos, Secretaria de Salulxidad y Asistencia,
México, D.F.) y Varidasa (Lakeside, México D.F.), a una concentracién de
10 U,

Se aplicd intradermicamente 0.1 ml de Ag y se realizd la lectura a las
48 h midiendo los mm de induracion. Una prueba positiva es mayor o igual
de 10 mm.

Determinacién de LT:

Se obtienen 10 ml de sangre periférica y se hace una dilucion al doble
22



con solucion de Hank's (Apendice B). en un tubo que contenga 4 ml de
histopaque (Sigma Chemical, St. Louis Mo. USRA), se éstratifican 10 ml de
esta mezcla, se centrifugaron a 1500 rpm durante 30 min (centrifuga
Beckman BJ-21). Se separd la interfase de células Dononucleares
contenisndo de 80 a 90 % dé_ linfocitos, el paguete celular se resuspendio
en solucién de Hank's, se lavaron 3 veces por centrifugacién a 1,500 rpm
durante 10 min, $e¢ ajustaron a una concentracién de 2 X 10 células por
ml. A un tu.ibo de ensayc que contenga 250 1 de eritrocitos de carneno se
le agregd 250 1 de la suspension celular ajustada, se incuban a 37°C par
15 nin, se centrifugan a 500 rpm por 15 min y se dejan incubar toda la
noche en refrigeraciéon a 4°C; al dila siguiente se resusperden lentamente,
se toma una gota y se monta sobre un portacbijetos con culxeobijetos y se
realiza la lectura. Una célula positiva es aquella que tiene adheridos a
su membrana mas de 4 eritrocitos. los valores normales son mayor o igual
de 60% (57).

Determinacion de Linfocitos B:

Los linfocitos B tienen receptores para el complejo formado por el Ac
especifico 'y la fraccién C  del complenernto. Los eritrocitos se
sengibilizan previamente con 21 Ac especifico (anti-eritrocito) producido
en conejo, en una concentracién subhemolizante: una vez que se han
adherido a la superficie del eritrocito se incuba con el complemento
(suero humano 1:40). Una vez que los eritrocitos estan sensibilizadecs se
agregan 250 ul al 1% a un tubo con 250 ul de la suspension celular
ajustada obtenida de la misma forma que en la determinacién de LT, y se
deja a temperatuwra ambiente durante 15 min. Una roseta positiva es
aquella célula que tiene 4 o mds eritrocitos adherid@ a su membrana.

Valores normales de 13 a 33% (57).



Determinacion cuantitativa de complemento en unidades 50% hemoliticas.

la medicién del complemento ?;érioo se realizd utilizando la lisis de
eritrocitos por Ac especificos en presencia de complemento.

En tubos de ensayo se pusieron en contacto 1os suerce problema en
diluciones decrecientes con el sistema hemolitico (eritrocitos de carmero
al 5% y hemolisina a una concentracién de 2U hemoaglutinantes en volumenes
iguales).

Se incuban durante 1 hora a 37'C£ Yy ss pard la reaccitn con
amortiguador salino de trietanclamina (apéndice C), se centrifuga a 1,500
zﬁ {en centrifuga Beckman JB-21) durante 5 min y se leé la absorbancia en
cada uno a 550 nm en un espectrofotémetro. Postericrmente se graficaron
las absorbancias en papel semilogaritmico y se determinaron los valores ds
las muestras en unidades S50% hemoliticas por ml.

Valores normales 60-120 U CH50/ml (58).

Capacidad fagocitica

El mecanismo de muerte intracelular en el fagocito me puede medir
utilizando el colorante NBT, ya que éste al reducirse dencta la actividag
metabdlica de una célula funcionalmente fagocitica.

El ensayo se realizdé agregando una gota de sangre periférica no
heparinizada sobre un portaobjeteos.

Se dejo coagular la sangre durante 30 min a 37°C en caAmara himeda, se
elimind el coagulo y se lavd con solucidén salina, postericrmente se agrego
una gota de MNBT (apéndice D) se incubd durante 30 min a 37°C en cmara
himeda, se lavé con solucion salina, se fijo con una’ gota de metanol

durante 1 min y e tifio con safraninpa durante 7 min, finalmente se law
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con agua destilada y se realizd el conteo. Una célula poesitiva es aquella
cuyos granulos se reducen y se preseritan de color azul-morado. los valores
normales son mayor del 40% de célul~as positivas (59).

Determinacion de la concentraéion de IL-2 en solrenadantes de linfocitos
estimulados con concanavalina A (Con A).

Para la estimulacién de linfocitos se extrajeron 20 ml de sangre
periferica heparinizada se diluyd al doble con solucién de Hank's
(apendice B) y se estratificd en tubos conicoe de poliprmpilerb
conteniendo histopaque (Sigma Chemical, S.Louis Mo.USA.)se centrifugaron a
1800 rpm (centrifuga BJ-10, Beckman) durante 30 min, y e recolectd con
pipeta Pasteur la interfase celular de leucocites, se lavd doe veces con
solucién de Hank's a 1200 rpm durante 10 min, se mpéndié en madio
RPHI-16¢“.0, se realizé una cuenta leucocitaria y se ajustd a um
concentracion de 4 X 10 céiulas/ml.

A 2 ml de esta suspencién celular se le agregd 0.1 ml de Con A a una
concentraciéon de 100 g/ml se incubd por 20 h a 37°C con atmésfera al 5%
de CO .

Postericrmente se centrifugd a 2,000 rpm durante 10 min, se colectd o-l
sobrenadante en condiciones estériles y se almacent a 70°C hasta su uso.

Para cuantificar la actividad Dbiolégica en estos schrenadantes se
utilizé un “Kit" de ELIéA (Intertest 2 Human Interleukin—2 ELISA, Genzyme
corporation, Boston. Hn.,.USA.‘). Se reculrié cada uno de los 96 pozos de
la inmunoplaca con el primer Ac (Anticuerpo monoclonal anti-IL-2) se tapd
Y se incubd en cdmara humeda a 4°C durante toda la noche.

Inmediatamente antes de su uso, se lavd la placa 4 wvecCes
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con amortiguador de lavado FBS/ Tween (apéndice E).

Despué¢s del lavado, se agregaron 100 ul de los estandares de IL-2
(500, 50. 5. 0.5 y 0.05 U) y como control negativo se utilizd medioc de
cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.), esto se realizd en pozcs por
duplicado, Yy se agregaron 100 2301 de cada uno de los solxenadantes
estimulados se incubd la placa tapada por 4 h a 37°C en céamara humeda.

Se aspiraron las muestras completamente y se lavaron todos loe pozos
con amortiguador de lavado repitiendo este procedimiento 4 veces,

Se agregd 100 ul del segundo Ac (Anticuerpo polivalante de conejo
anti II-2). Se incubd la placa con tapa en céAmara himeda por 1 h a 37°C.

Se realizé aspiracion y lavado como se menciona antericrmente,

Se agrego 100 wul del tercer Ac (Anticuerpo de calra anti Ig de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina) en la placa se incubd en cAmara -
himeda a 37°C por 1 h.

Se realizd aspiracidn y lavados como se menciond antericrmente.

Se agregaron 100 ul de sustrato y a los 45 min se observd la
reaccién por el cambio de color y se midié la absorbancia en cada uno de
los pozos a 410 mm con un Lector de ELISA (Vertical photometry; Eflab;
Helsink, Finiand) (60).

Factor inhibitorio de la migracion de leucocitos

El FIL es una linfocina que inhibe la migracién normal de leucocitos
PMN, es producido por linfocitoe T al estar en contacto con el Ag
especifico.

Se extrajeron 20 ml de sangre periférica con una jeringa heparinizada,
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ésta se incubd en posicion vertical a 37°C duwrante 1 h, en un tubo de
ensayo se recuperd el plasma rico en leucocitos, éste se centrifugd a
1,800 rpm durante 15 min (centrifuga Beckman JB-21), el botén celular
precipitado se layo dos vecees con solucién de Hapk's (apéndice B), el
uitimo precipitado se resuspendié en 1 ml de medio RPMI-1640, esta
guspension: se utilizé para llenar los capilares, 'los cualeé 8o
cenﬁrifugaibn a 1,800 rpu durante 15 min y se oortaron en la interfase del
paquete de leucocitos. '

Por otro lado se prepararon las mu de Bloom con parafina y
cutreobjetos, a los cuales se les agregd una gota de grasa de silio&l para
scstener los capilares cortados, una vez colocados se sellaron las camaras
y se llenaron con medio de cultivo y los Ag correspordientes (FPD, v&.
cocci) . Se midié la migracién celular a las 24 h y se determind el indice
de inmhibicion de migracion de leucocitos (595).

Los valores normales de inhibicién de migracion son igual o mayor de
20% con respecto a los controles.

Cuantificacion de IgG, Igh e IgM y de los componentes C y C del
complenmento mediante nefelometria 3 ¢

. Se mezclaron 100 ul de los sueros problema diluidos 1:10F en
solucién  salina con 200 ul de - los antisueros estandares
corvespondientes diluidos 1:5 y 8e _incubaron durante 1 hr a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron las lecturas én un nefelémetro a

635 Tm y el registro de las concentraciones se obtuve directamente de la

computadora integrada .
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EVALUACION BACTERIOLOGICA

la evaluacién bacteriolégica se realizd mediante una baciloscopia en
esputo con la técnica de Ziehl-Neelsen modificada por Kingoum (61); la
bisqueda de loe bacilos acido alcohol resistentes se realizd de acuerdo al

método de la Unién Internmacional de Tuberculosis (62).

EVALUACION CLINICA

la evaluacién clinica se llevd a cabo tomardo en cuenta los siguientes
sintomas y signos que se consideran mds importantes en cuanto a la
evaluacién de los pacientes con ToOP, los cuales son: tos, hemoptisis,
fietre, sintomas generales, junto con una curva porderal. En cada uno de
éstos se consideraron cuatro parametros: 1) leve, 2) moderado, 3) grave y

4) ausente,



RESULTADOS

Fn el presente trabajo se determind la evolucidén clinica,
bacetriolégica e immunoldgica de 26 pacientes, log cuales se dividieron en
dos grupos: uno de 17 pacientes gue recibieron inmunoterapia con FT y otro
grupo de 9 pacientes que formaron el grupo placebo. Todos los pacientes
recibieron el tratamiento antifimico convencional

la wvaloracién inmunolégica comprendid: respuesta celular. respuesta
humoral y mecanismos de defensa no especificos

En 1o que respecta a la respuesta celular especifica los Linfocitos T
(Tabla 6), el 35% de los pacientes se encontraban dentro de los valores
normales antes de iniciar el tratamiento con FT y después se mptuvo sblo
un 20%, mientras que en el grupo placebo el 11% de los pacientes se
encontaba dentro de los wvalores normales y al finalizar el tratamiento
aumentd a un 16%.

Con respecto a los resultados de las pruebas dérmicas. en la induccidn
con PPD (Tabla 7)., en el grupo de pacientes tratado con FT aumentd la
pogitividad de un 88 a un 93%, mientras que en el grupo placebo; antes del
tratamiento el 12%¥ de los pacientes eran positivos y al final del
tratamiento ninguno era positivo. En la estimilacion con Var (Tabla 8),
antes del tratamiento ningun paciente del grupo tratado con FT presentaba
pruesba dérmica positiva y al fimalizar el tratamiento el 8% de estos
pacientes fueron positivos; por el contrario el grupo placebo al inicio de
el tratamiento 16% de los pacientes daban la prueba dérmica poeitiva y al
finalizar el mismo, todos fueron negativos. Respecto a 1la
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intradermorreacion a <Cocci (Tabla 9). después del tratamiento tanto en el
grupo tratado con FT como en el grupo placebo aumenté el porcentaje de
paclentes '‘que presentaban positivi@ de un 6 a un 43% y de un 0 a un '16%
respectivamente

En la evaluacion de LIF con PPD (Tabla 10) en el grupo tratade con FT
el porcentaje de pacientes que presentaban valores normales disminuyd
después del tratemiento de un 60 a un 12%, lo mismo sucedi® con el grupo
placebo después del tratamiento disminuyé el porcentaje de pacientes con
valores normales de un 77% a un 44% Con respecto al LIF estimulado con Var
(Tabla 11) en ambos grupos el porcentaje de pacientes que se encontraban
dentro de los valores normales disminuyd despues del tratamiento, de 65 a
38% en el grupo tratado y de 55 a 22% en el grupo placebo: finalmente en
la evaluacién de LIF estimulado con Cocci (Tabla 12), el cambio fué minimo
en el porcentaje de pacientes con va;ores normales antes y después del
tratamiento con FT (43 a 42%) contrariamente en el grupo placebo, &i hubo
una marcada disminucién de 33 a 14%.

En cuanto a la determipacién de IL-2 en los sohbrenadantes de
linfocitos estimulados con Con A (Fig S). en el grupo tratado con FT un
60% de los pacientes incrementdé su produccion de TL-2 después del
tratamiento mientras que en el grupo placebo s3socle un 16% aumentd su
produccion

Con respecto a la respuesta humoral, particularmente en la
determinacién de linfocitos B (Tabla 3), en el grupo tratado con FT el 44%
de los pacientes se encontraba dentro de los valores normalé

inCrepentandose después del tratamiento a un 60% no encmtrarrlose cambiog

en el grupo placebo antes y despues, En cuanto a la determinacien de las
- |



inmunoglobulinas después del tratamiento en amboe grupos aumentod el
porcentaje de pacientes que pres?ntaban valores normales de IgA (Tabla
14), en el grupo tratado con FT aumentd de 71 a 82% y en el grupo placebo
de 77 a 86%  en el grupo tratado con FT el porcentaje de pacientes que
presentaban valores normales de IgG (tabla 15) disminuyé después del
tratamiento de 87 a 56% contrario al grupo placebo que aumentd de 66 a
86%; en la determinacién de IgM (Tabla 16) todos los pacientes tratados
con FT iniciaron el tratamien*.o dentro de los valares narmales y al
finglizar el mismo s6lo el 87% mantenia valores normales y en el grupo
placebo el porcentaje cambio levemente de 88 a 86%.

Bn la evaluacitn de los mecanismos de defensa no egpecificos se
determindé la capacidad fagocitica mediante la reduccién de NBT (Tabla 17)
aumentando el porcentaje de pacientes que presentaban valores normales:
tanto en los tratados con FT (53% a 69%) como en los del grupo placebo
(55% a 86%) al final del tratamiento.

BEn cuanto a la fraccion C (Tabla 19) del complemento en el grupo
tratado con FT no se observd vagiaciOn en el poarcentaje de pacientes gue
presentd valores normales y se mantuvo en 64% en cambio en el grupo
placebo antes del tratamiento el 86% de los pacientes presentaban valores
normales v al finalizar todos presentaban mos valores. |
la fraccion C del complemento en el grupo tratado con FT antes del
tratamiento togos los pacientes se encontraban dentro de los valores
normales y después del tratamiento bajé a un 64% contrariamente en el
grupo placebo aumenté de 66 a 83%.

En la evaluacion bacteriolégica (Fig 6), al inicio del tratamiento

todos log pacientes se encontraban baciloscopicamente activos y al
31



finalizarlo en el grupo ‘tratado con FI 6 pacientes presentaron
paciloscopia negativa mientras que en el grupo placebo sdlo 1 paciente

Jogré presentar baciloscopia negativa.
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1ABLA 1

PROPIEDADES DEL FT
Soluble, dializable, liofilizable
No antigénico
Peso molecular de 3,500 a 12,000 Da
Oligorribonucledtido
Inactivado a 56°C por 30 min
Alpacenable a 20°C por varios afios
Punto isoeléctrico de 1.6
Resistente a alcochol, acetona y urea 6M
Contiene Factor Inductor y Factor Supresor
Orcinol y Biuret positives
Sensibilidad enzimatica
Resistente a:
Tripsina
Quiniotripsina
Fosfodiesterasa 11
Riborucleasa T
Fosfatasa alcalina
Ribonucleasa A
Desoxirribonucleasa
Sensible a:
Pronasa
Proteinasa K
Fosfodiesterasa 1
Carboxipeptidasa A

Ribosil transferasa B



TABLA 2

FACTOR INDUCTCR
Presente en la fraccion de didlisis 3,500 a 12,000 Da
Reside en las células T cooperadoras |
Es absorbido por las células Ts y macroéfagos
Se une a antigeno especifico
Recuperado de irmunoabsorbentes con urea 8M

Induce inhibicién de migracién especifica de antigeno
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TABLA 3

FACTOR SUPRESOR
Se encuentra en la fraccion de didlisis 3,500 > 12.000 Da
Reside en las ¢élulas T supresoras
Es absorbido por las celulas Tc y macrofagos
Se une a anticuerpo especifico
Recuperado de inmunocabsorbentes como glicina-HCl
Bloquea la actividad cooperadora-inductora del FT en células no inmunes en

una forma dependiente de la dédsis



TABLA 4
PERFIL INMUNOLOGICO

INMUNIDAD HUMORAL

Linfocitos B

Cuantificacion de inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM)

INMUNIDAD CELULAR
Linfocitos T
Imrtadermorreacciones (FFD, Var y Cocci)
LIF (PPD, Var y Cocci)

Produccién de Interleucina — 2

MECANISMOS DE DEFENSA NO ESPECIFICOS
Reduccién de NBT
Complemento hemolitico al 50%
Componente C del complemento

3 :
Componente C del complemento
4



TABLA S

ALGUNAS APLICACIONES DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA

nFnCTOS DE DISFUNCICN AMPLIR EN INMUNIDAD CELULAR
Sindérome de Wiskott Alarich
Ltexie Telangiectasia
Hipogemmaclobulinemia variable
Inmunodeficiencia combinada severa
Sindrome DiGeorge
Disgammaglicbul inemia
Sarcoidosis
Enfermedad de Hodking
Uveltis

OZFEZTOS SELECTIVOS DE ANTIGENO
Micdticos:
Candidiasis mucocuténee crénicsa
Histoplasiosis diseminadas
Coccidicoldomiceosis disemarada
Virales:
Infeccicnes por citomegalovirus
Herpes zdéster y simplex
Sarampion
Hepatitis
Varicela
Farasitarios
leishmaniasis cutarnea
Toxoplasmosis
Falignos:
Osteosarcoma.
Céncer de pulmén
Hipernefroma
Tancgr nascfaringsc
Utrod
Micobacteriales:
Lepra
Tulberculosis



TABLA 6

LINFOCITOS T (%)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Despues
68 64 65 52 74 ND
56 ND 17 58 ND 24
60 36 38 52 21 79
43 549 19 52 3 ND
48 51 54 -4 68 58
68 a4 54 98 66 39
57 39 60 45 28 23
57 79 45 77 30 59
55 54 58 61 S5 ND
57 31 27
90 80 67 1/9(11) 3/6(51) 1/6(16)
41 49 17
7 29 11
57 ND B
a4 87 ND

6/17(35) 6/15(40) 3/15(20)

{ ) Porcentaje de-pacientes que presentan valcres normales
Valores normales = >60%
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INTRADERMORREACION PPD (mm)

TABLA 7

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
20 ND 20 0 15 18
12 8 12 12 12 20
20 30 24 15 20 24
17 20 25 0] 10 20
20 26 35
10 25 ND 22 17 ND
20 4 33 13 15 20
17 25 17 30 ND ND
0 28 15 20 25 ND
11 10 21
20 45 40 1/8(12) 0/3(0) 0/4(0)
20 16 0 )
7 6 14
1p ND 15
40 ND ND
20 20 30
75 ND 20
20 15 20
16/18(88) 11/13(85) 14/15(93)

{ ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
MD No determinado

Valores normaies 210 mm



TAHLA &

INTRADERMORREACION Var (mm)

Factor de Tranaferencia Placebo

Antes Durante Después Antes Durante Después
0 ND 0 0 ND Q
S5 ND 0 0 ND 5
0 ND 0 0 5 0
6 ND 0 15 ND 0
0 ND ND 0 ND 0
0 ND ND 0] ND ND
0 ND 0 0 0 ND
0 MD 0 0 ND ND

. ND 0 ND 0 ND 0
0 0 0
0 0 0 1/6(16) 0/3(0) 0/5(0)
1] 0 0
0 ND ND
0 ND ND
0 0 25
0 ND 0
0 0 0

0/17(0) 0/5(0) 1/12(8)

{ ) Porcentaie de pacientes gue presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 210 mm
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TAHLA 9

INTRADERMORREACION Cocci (mm)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Despues Antes Durante Después
0 ND 0 0 ND 0
0 ND 0 0 5 0
ND ND 0 ND ND 0
0 8 10 0 5 0
0 ND ND 0 17 0
0 ND ND 0 ND 0
7 10 17 0 12 17
0 ND 0 0 ND ND
0 ND 16 ND 20 ND
0 35 30
0 0 34 0/7(0) 3/5(60) 1/6(16)
0 0 12
25 ND 0
0 ND ND
0 0 0
0 ND 0
0 0 0

1716(16)  2/7(14) 6/14(43)

{ ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado =

Valores normales 210 mm
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TAHLA 10

LIF FPD (%)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Despues
45 15 54 50 16 16
ND 51 0 62 ND 68
76 59 0 59 58 5
13 15 0 69 69 56
40 2 2 11 0 0
30 25 6 32 0 27
33 18 0 14 26 0
81 10 38 43 35 0
4 38 80 25 S 22

0 0 0

47 7 0 7/9(77) 4/8(50) 4/9(44)
19 3?7 0

73 0 3

8 21 ND

10 20 ND

29 29 ND

0 0 ND

9/15(60) 8/17(47) 2/17(12)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 220%
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TAHLA 12

LIF Cocci (%)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
ND 0 29 ND 22 0
ND 69 0 56 ND 6
ND 3 17 ND ND 3
8 0 0 ND 0 21
0 17 4 0 34 0
11 0 5 0 ND 0
0 0 0 )] 56 33
0 6 52 81 44 0
42 18 ND 0 ND ND
0 56 24
23 ND 3 2/6(33) 4/4(100) 1/7(14)
0 62 0
0 0 77
85 21 ND
92 12 ND
92 92 ND
59 0 ND

6/14(43)  5/16(31) 5/12(42)

{ ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 220%



TABLA 12

LIF Cocci (%)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
ND 0 29 ND 22 0
ND 69 0 56 ND 6
ND 3 17 ND ND 3
8 0 0 ND 0 21
0 17 4 0 34 0
11 0 5 0] ND 0
0 0 0 0 56 a3
0 6 52 81 44 0
42 19 ND 0 ND N
0 56 24
23 ND 3 2/6(33) 4/4(100) 1/7(14)
0 62 0
0 0 77
85 21 ND
92 12 ND
92 92 ND
59 0 ND

6/14(43) 5/16(31) 5/12(42)

( ) Porcentaje de pacientes gue prueentaﬁ valores normales
ND No determinado

Valores normales 220%



TABLA 13

LINFOCITOS B (%)

Factor de Transferencia ) Placebo

Antes Durante Después Antes Durante Después
27 19 33 30 17 ] 8
29 ND 7 29 30 ND
31 22 10 28 20 17
36 10 13 29 20 24
25 S 14 36 10 13
41 28 30 12 7 -13
35 ND 50 39 3 30 ND
36 21 22 & 23 24 9
21 21 33 ND 24 53
56 3 ND
19 33 14 4/7(57) 6/8(73) 4/7(57)
10 34 0
16 ND 38
ND ND 11
20 61 32
4] ND 24
11 18 ND

7/16(44) 10/12(83) 9/15(60)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 13 a 33%



TABLA 14

IgA (mg/dl)

Factor de Transferencia Placebo

“Antes Durante Después Antes Durante Despues
225 305 191 325 380 ND |
ND 280 209 505 270 275
405 400 304 330 430 295
280 395 345 175 176 190
350 335 240 320 184 ND
245 260 255 205 122 170
356 325 ND 295 - ND ND
355 164 195 285 180 - 190
490 250 ND 305 350 390
ND ND ND .
295 ND ND .7/9(77) 8/8(100) 6/7(86)
320 ND ND ,
ND 395 - 315
560 465 485
500 360 325
235 255 230
520 370 530

10/14(71)  13/14(93)  9/11(82)

{ ) Porcentaje de pacierntes que presentan valores ncrmales
ND No determinado

Valores normales 90 a 450 mg/dl
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TABLA 15

IgG (mg/dl)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
1070 1600 1270 1300 2120 ND
ND 820 148 1840 1040 1300
1210 1300 1300 1270 1790 1750
1270 2850 1500 950 1176 1110
1710 2120 1350 2600 1470 ND
1790 2550 1650 90 470 630
1100 920 1760 1540 1600 1620
1600 986 750 860 1030 1110
1300 9S00 830 1090 1400 1150
"~ ND ND ND
940 1000 2040 6/9(66) 7/9(77) 6/7(86)
1300 970 1790
ND 1590 2220
1600 1260 1590
2550 . 2230 2190
1170 1170 1360
2050 1200 1910

13715(87)  12/16(73) 9/16(56)

{ ) Porcentaie de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 800 a 1,800 mg/dl



TABLA 16

IgM (mg/dl)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Despueés Antes Durante Despueés

80 70 106 100 225 ‘ND

ND 140 840 195 100 70
180 130 \ 113 140 155 125
260 310 385 100 93 S0
195 187 170 145 145 ND
260 170 160 100 90 70
178 -« 155 140 285 260 925
235 297 240 180 160 150
195 130 155 125 105 140

ND ND - ND

85 115 115 8/9(88) 9/9(100) 6/7(86)
159 180 185

ND 205 175

147 120 155

175 140 130

95 95 115

115 60 110

14/14(100)  14/16(87)  14/16(87)

( ) Porcentaje de pacientes gue presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 60 a 280 mg/dl

49



TAHLA 17

NBT (%)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después

45 42 57 35 56 ND
75 69 ND 53 71 67
37 57 38 66 52 29
58 74 74 32 93 40
84 63 43 s 63 ‘ 32 ND
55 94 57 N 55 55 75
48 35 61 " 57 37 54
32 61 ND 67 37 81
31 ND ND : 26 51 53
75 52 63

72 24 24 S5/9(355) 6/9(66) 6/7(86)
26 26 91 :

68 76 56

6 52 31

27 27 ND

32 32 60

36 . 37 . 37

9/17(53) 10/16(63) 9/13(69)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 240%
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TAELA 18

H ()
50
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante ' Despu¢és Antes Durante Después
78 66 . ND 44 67 ND
ND 119 ND ND 67 ND
133 154 133 78 83 ND
84 ND - 80 110 <40 83
89 ND 148 <40 ND ND
127 74 121 <40 ND 50
ND 77 ND 59 ND ND
50 30 91
43 20 ND 2/7(28) 3/4(79) 1/2(50)
117 ND ND -
47 ND ND
67 “ND ND
174 ND ND

7/11(a4) 4/7(C7) 2/951(20)

( ) Porcentaje de pacientes gue presentan valores normales
N> No determinado

Valores normales 60 a 120 U.
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TABLA 19

C (mg/dl)
3

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después

68 116 47 95 82 ND

ND 110 73 84 94 91 .
130 130 68 80 21 56
102 85 74 ND 50 116
142 4 86 88 62 ND

46 160 67 93 52 68

87 32 44 - 79 - 70 ND

51 82 67 127 106 83

ND ND ND ' 11%] &9 77

99 8l ND

88 98 80 6/7(86) 8/9(88) 6/6(100)
113 64 ND

ND ND 83

56 ) 59 66

68 ‘ND 68

ND 74 50

115 160 69

5/14164) 5/14(64) 9/14(64)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales 55 a 120 mg/dl
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TARLA 20

C (mg/dl)
4

Factor de Transferencia Placesbo

Antes Durante Después Antes Durante. Después
24 29 17 30 28 ND
ND 43 33 22 28 a1
21 29 21 15 46 16
29 38 28 28 23 33
25 19 28 23 26 ND
25 33 26 21 16 15

- 22 15 14 22 20 ND
27 23 24 : 34 20 21
ND ND ND ND 20 26
22 25 ND
33 3 ND 6/9(66) 7/9(77) 5/6(83)
25 16 19
40 ND 19
31 29 28
12 ND 14
ND 23 28
40 33 25

14/14(100) 11/15(5) 9/14(64)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores ncrmales
ND No determinado

Valores normales 20 A 50 mg/dl
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Dentro de la fespuesta inmunologica encargada del control de ia ThP
tiene un papel muy importante la inmunidad celular, donde las principales
celulas efectoras son los linfocitos T que sintetizan y Aproducen II-2, Es
aqul dornde adquiere gran importancia la inmunoterapia de apoyo con FTe con
el cuwal se transfiere la capacidad de respuesta inmune celular contra un
antigeno con el no se habla reaccionado en forma adecuada.

Con nuestros resultados mostramos que en la evaluacion de la respuesta
inmune humoral, de los wmecanismos de defensa no especifico y de algunas
pruebas de la respuesta celular tales como linfocitos T. pruebas dérmicas
y factor inhibitorio de la migracion de linfocitos, no hubo diferencia muy
marcada entre los pacientes tratados con FT y' los pacienteé del grupo
placebo. | |

5 ha reportado que los pacientes con tuberculosis pulmonar presentan
un defecto en la produccion de IL-2 especifica de Ag {(T4). En nuestroe
datos observamos un aumento en la produccién de IL-2 en scohrenadantes de
linfocitos estinmulados con Con R, en. los pacientes tratados con FT,
mestrando con  €sto que ésta puede ser la falla. inmunolégica que presentan
los pacientes con tuberculosis. | .

Bn relacion al estudio clinico el FT no elimind todos los sintomas,
Sin embargo uno de los problemas brincipales de los pacientes'_ con
tuberculosis es que son portadores del bacilo, por consiguiente el riesgo
de transmitirlo es muy grande, En pacientes que por varios afics
Permanecieron con su baciloscopla positiva; ademds en algunos se les.

cambié el tratamiento antifimico varias ocaciones, sdlo despuéds de la
' 63



inmycterapia de apo?o pudieron cambiar su bacilescopia a neg&tivo.

En la produccion de interleucina - 2 (IL~2) en sobrenadantes de -
linfocitos estimulados con concanavalina A se cbservd que el FT a;.mento la
cantidad de IL-2 producida.

En el estudio clinico tanto ‘el grupo tratado con FT como el placebo
tuvieron ligeras modificaciones.

la evoluciédn bactefiolégica fué uno de los datos mds relevantes en los
pacientes tratados con FT, ya que un 66% logrd cambiar su baciloscopia a
negativo, mientras que en nihgdn paciente del grupo placebo sucedid 16
nismo. |

En base a lo anterior podriamos esperar que un aumento en el nimero de
dosis y en la frecuencia de administracién del Factor de Transferencia
hubiera conducido a una marcada evolucién clinica favorable. |

Por otro lado, es importante considerar la capacidad de estimilacion
de I1-2 como modelo in vitro para la evaluacién de la potencia de cada

unidad de FT, por lo gque consideramos que seria el paso a seguig.,



FONOA7

(I TTALERE FLAMMAM
VERITATIS *

Sl

=
5 i\

i

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
DIRE(__JCI()N GENERAL DE BIBLIOTECAS

®



APENDICE A

SOLUCION DE ALSEVER'S

Glucosa 205 g
Citrato de sodio 8.0¢g
Acido citrico 0.55 g
Cloruro de sodio 4.4¢
Aqua destilada 1,000 ml

Disolver y esterilizar a 110°C durante 20 min.
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APENDICE B

SOLUCION DE HAMK'S

Glucosa : ‘1.0_g
KCl 04g
CaClz ~ 0.14 g
MgS0 0.1g
4 .
MgClz 0.1g
KH PO 0.06 g
2 4 '
Na HPQ Q.06 g
2 4
NaHCC 0.35¢g
3
Rojo fenol : 0.02 g
Agua destilada 1,000 ml

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.22 tmy almacenar a 4°C
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APENDICE C

REGULADCR DE SALINA TRIETANOLAMINA (TES)

Solucion Stock 10 X

NaCl : 75.0g

MgCl 6H O l0g
a\ 2

CaCl 2HO 0.22 g
2 <

Trietanolamina 28 ml

Agua destilada 800 ml

Disolver las sales en 800 ml de agua destilada y ajustar e! pH a 7.4 con
HClI 0.1 N.

Llevar a 1,000 ml con agua destilada.

Solucion de trapajo:

Diluir 1:10 con agua destilada y adicionar gelatina a una concentracion

final de 0.05%.



APENDICE D
NITRO-AZUL DE TETRAZOLIO (NBT)
NBT 0.28 ng

Agua destilada 100 ml

Disolver y guardar en alicuotas a -20°C en frasco color ambar
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. AFEWDICE €

AMORTIGUADOR DE LAVADO (PES/Tween)
PBS (Amertiguador de fosfatoz pH 7.2 “Genzyme Corpoﬁtion; Boston, Ma,
U.S.A. ") ' '

Tween 20 (Genzyme Corporation; Boston, Ma. U.S.A.}

Diluir el frasco de FPBS en 2 1 de agua bidestilada y agregar 4 ml de Tween
20.
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