W7\

i










DIRECCION ~riEpAlL DE
ESTUDIOS DE POITGRADGO



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INMUNOTERAPIA CON FACTOR DE TRANSFERENCIA ESPECIFICO
EN PACIENTES CON TUBERCULOSI!IS PUL MONAR
UN ESTUDIO DE DOBLE CIEGO.

TESIS QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA LA OBTENCION DEL
GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
CON ESPECIALIDAD EN INMUNOLOGIA.

PRESENTA

Q.B.P. MARIA DEL RoCIO INFANTE RAMIREZ

Monterrey, N.L. Junio de (989



T
25320
Foix
19 89
15

FONDO TESIS

X67-733¢0



UNIVERSIDAD AUTONCMA [DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BICLOGICAS

INMUNOTERAPIA CON
FACTOR DE TRANSFERENCIA ESPECIFICO EN
PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR ; \\o
UN ESTUDIO DE DOBLE CTBGO \ ¢ F\:(wf-_\ Mer' e &l floemo

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
CON LA ESPECIALIDAD DE INMUNOBIOLOGIA

MARTA DEL QO INFANIE RAMIREZ

SION DE 1S

DRA. CRISTINA RODRIGUEZ FAD.




El presente trabajo se
Virologia de 1la Facultad
Departamento de Inmunologia
Departamento de Patologia del
N.25, I.M.S5.5.

realizé en el Laboratorio de Inmunologia y
de Ciencias Biolégicas, U.A.N.L., en el
del Hospital Universitario, U.A.N.L. y en el

Hospital de Altas Especialidades del Noreste



INDICE

ABREVINIURES! . . . o swcsosomia o o o aveiscems. o & 8 s s a n sommm e 8 somosmse « o seem s 5 e iv
LISTA I TABIAS .ou oo s x5 cunnme & 5 5 bmasre s s 4 avies s & 4 sbibcnios & § 54 wiaveaia 8 5 vii
LISTA DE FIGURAS covnmcesssaimiisis aeha@saie ons fa8s 00/ao/ev a4 esasssss ix
1 e X
NI RO . o 0\osssimie 55 8 5 96 @b 6 6 5o SaeiE a5 as 4OEES 85 oW asEsss s v seesds s 1
ANTECEDENTES
NATURALEZA Y ACTIVIDADES ...vvcucansocososacessnnonncaersnncansons 3
MECANESNMO DE| BOCEON & o s« vawnesaeomnsa s s s smme s s s i gesse sy O 12
USO GIINICO LT e v 55 fitlban s s s afb oins i P+ 2 BB -5 Boooolel ¢ o5 6 14
HIPSTESES «< ool oofiascvsoofiBoccssslosfos owiillii i liso . 17
OBIETIVOEN AN AT vieie oo nnseshensseooflcessnrSiesreceeceallsnssolless-s 18
MATERIAL Y METODCS
BACEENES. ) AL Js Ak 4« b Lo )N JINAA - b et IN daksbt Vs - o446 3 19
DISEND EXPERIMENTAL: «« 5o ssr i aaas onodssssasonusssssosdnnsai 19
PREPARACION DEL FT ... ..iiiniiiiiiriinenseseaninninmesansrasannns 20
POTENCIA DEL PTE wvvsunwnimie sus soumwes 5 8 5 s o « & sossis s o i s 5eess s &5 21
BPLICRCTON DEL PT@ «uuoswanmesssvanivesssoess s oseniess§sOease s 22
PERFTL, INMUNOLOGICO
IntradermorreacCiones ...ceeeeernresnsioneoronscanancennnnannss 22
DEEEMINECIOR A8 LT . wvouin v s v mmms w6 5 @ miavoss & 5 5 wmvaane o ¢ 3 whemine = 4 5 & 22
Peterminacion de IB . ..ueesssoacessvsveesssss Bowess s § o aeeee i s 55 23



Determinacidn de TH .. iisiceaanssisssesnsarsssnonasassaansss 24

Capacidad fagociticgo .......................................... 24
Determinacion de ILi2 :iiccsemeiiicsvaswstsssomanuessoscoessss 25
Factor inhibidor de la migracion de leucocitos ........ccoceesn 26
Cuantificacion de Inmunoglobulings ...........cceeiceeisecnnnnns 27
Evaluacion BacterioldgiCa .v.vveeceenosesoneantonrnacrncannanss 28
BRI T CIXDTEH uxe v x sommavs o « k2 0 e € & % 2 % Sibwirem x % = woavunre: = = 28
RECUETEDION 55 F iR s 5 s@aars 55 8 3 eaaiois s 66 6 90/ s § 558 $0 @@ e s 84§ s@ensss 29
TRBUAS) stmmd o d o i Wb s sars s e s omeme #s 506 e@E s 58 % vomae@ a b o s amemssss 33
FIGURRS e S\ dadiliiisfoio il is o W ciifoisi i oo B O 6 - 54
DISCUSION Y CONCLUSIONES .....ccivivrecrnsncasoaasnnronocnosnmenrsasas 63
RPN et i el o x a v svne sl o s wmofle offs x5 s o X = = A wvinie NG =« = . < < €5
SOLACION BDE AISEVER'S suaciss sssewasios sossssssvesasvessd saesssss 66
SOLUCTON PE HANK'S , .5 creuv s oe Fooem oF ok ¢ 9658 « ReTFF G456 7 755 0F 559 72 67
REGULADOR DE SALINA TRIETANCLAMINA ....iivsccecnreronsnasenconnss 68
NITRO-AZUL DE TETRAZOLIO ..u.ivsuendoiasneaacondetonsshedoenonass 69
EMORTIGUADOR DE TAVADO (PBS—TWEEMN) ... cccenncnenecannnannanannann 70

BIELIOGRAFIRA & covomesesesmssn ssess weme s s s & ¢ 0e@e 642655 95eaes § 5 958 8§ 71



Ac

°C

Cocei

Con A

ABREVIATURAS

iv

Anticuerpo

Antigeno

Grado centigrado

Componente 3 del complemento
Componente 4 del complemento
Complemento hemolitico al S0%
Coccidioidina

Concanavalina A

Acido desoxirribonucléico

Extracto de leucocitos dializado
Ensayo de inmunoabsorcién enzimatica
Factor inductor

Factor iphibidor de la migracién de
leucocitos

Factor inhibidor de migracién
Factor supresor

Factor de transferencia

Factor de transferencia dializado
Factor de transferencia especifico
Microgramos

Hora

Cromatografia liquida de alta presiéon
Hipersensibilidad tardia

Intradermorreacion



-2 Interleucina — 2
IIM Ensayo de inhibicion de la migracién.

de leucocitos

1 Litros

ul Microlitros

13 Linfocito B

LT Linfocito T

M Molar

Lm Micras

MEMD Medio esencial minimo modificado por
Dulbeco

ng Miligramos

min Minutos

ml Mililitro

mm Milimetro

N Normal

NBT Nitro—azul de tetrazoilo

nm Nandpetros

PHA Fitohemaglutinina

FFD Derivado protéico purificado de
tuberculina

Ypm Revoluciones por mirmto

Tb Tuberculosis



Tc
Ts

Var

Tuberculosis pulmonar
Linfocito T cooperador
Linfocito T supresor
Unidades

Varidasa -

vi



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla S

Tabla 6

Tabla 7

Tabia 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

LISTA DE TAELAS

Propiedades del Factor de Transferencia .................. 34
Factoy INGUCEOY o vsevmmsne s ewmoms asssnmamss o e s « 35
Factor Supresor .............. S e G S ARG SR A NTERE VT 36
Perfil Inmunolégico ..... S8 E S IR ¥ § 4 % S TR S e B GRS ¥ 37
Aplicaciones del Factor de Transferencia .......c.ccvivnvee. 38
Porcentaje de Linfocitos T ...iiuccueusinn R N B .. - . 39
Intradermorreacciones a PPD  ,...... R I aIr 40
{ptradermarreaceipnes 8 Wary/ | Ay L 450 N LBV AL i\ 41
INCYadsrmoryeacCionNes & COCEY i ssosccseiinsamessassasssio 42
Porcentaje de LIF @ PPD  ....ivvvevecnnarnnnn e 43
Porcentdie de LIF & Var ....c.covecmssssssmsmsce=noenses 44
Porcentaje de LIF a CocCi iicsuwvesesisa § B £ A PRSI 8 45



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

13

14

15

16

17

18

19

20

Porcentaje de LInfoeitos B c.cciosvuvonesins vaonsssssovons 46
Determinacidn de IGA €N SUEYD ...--uvereerecnronenanrnannns 47
Determinacion de IGG €N SUEYO ...iiuvieessnenrsasasnannnas 48
Determinacién de IgM en suero .....  mimmmian 8 8 ® munom o w o 9 § § B 49
Capacidad fagocltica ..icasevssiisnscsescisionnnasiisoasns 50
Complemento hemolitico al 50% ......... Sed NG AEERE IR AEE DL
Determinacién de C3 en suelo H Wl Qs lleeas o2
Determinacién de C4ensuer0 oo il « o ibio s ¢ se— 53

viil |



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figwra 6

Figqura 7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Modelo Estructural de la Moléculade FT .....ccoevivnrnnnn 55
Modelos Estructurales de las fracciones del FT .......... 56
Analisis cualitativo del dializado de leucocitos ........ 57
Obtencion de los factores inductor y supresor ........... 58
Determinacion de IL-2 en pacientes tratados con FT ...... 29
Determinacién de IL-2 en pacientes control ............... 60
Estudio Bacterioldgico en pacientes tratados con FT ...... 61
Estudio Bacterioldgico en pacientes control .............. 62

ix



Con objeto de evaluar el FT como immunoterapia conjunta al tratamiento
antifimico en pacientes con Tb pulmonar (ThP), se realizo un estudio de
doble ciego en un grupc de 26 pacientes, el cual por eleccién al azar se
dividié en dos grupos: 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
adninistrd las mismas dosis placebo (solucidén salina fisioldgica). Antes
de aplicar el FT especifico (FTe) de cada paciente se probd la potencia
del mismo para modificar la respuesta celular in vivo por medio de una
intradermorreacién (IDR) y/o in_vitro por medio de la prueba de Factor
inhibidor de la migracioén de leucocitos (FIL).

Se wvalord el estado inmunoldgico clinico y bacteridlogiceo de los
pacientes antes, durante y después del tratamiento.

El perfil inmunoldgico comprendid: Poblacion total de linfocitos T y
linfocitos B, concentracién de inmunoglobulinas séricas IgA, IgG e IgM,
concentracién de complemento hemolitico al 50% y de sus componentes C y
C, IDR y FIL a tres antigenos {(Ag): Derivado Protéico Purificadoade
’I‘ﬁberculina (PPD), Varidasa (Var) y Coccidioidina (Cocci), capacidad
fagocitica y capacidad de produccién de interleucina~2 (IL-2).

El perfil clinico” de los pacientes comprendié la evaluacién de los
siguientes pardmetros ‘'tos, hemoptisis, sintomas generales junto con una
curva ponderal.

La evaluacidn bacteriolégica consistid en la busqueda de bacilos acido

alcohol resistentes.



Se observe que en general los pacientes que recibieron la terapia
combinada con FT mejoraron desde el punto de vista ¢linico y
bacteriolégico en comparacién con Jlos que recibieron placebo y terapia
convencional solamente. Respecto a los parametros inmunolégicos no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, a excepcion de
la capacidad de produccién de IL-2 la cual aumentd en forma considerable
después del tratamiento en aguellos pacientes tratados con FT.

Se concluye gque el tratamiento combinado proporciona mejores
resultados que el tratamiento convencional y se propone que en estudios
posteriores se incremente el mimero de dosis de FT con el propdsito de

obtener mejores resultados.



ITNTRODUCCION

las altas tasas de morbilidad y mortalidad en tuberculosis (Tb)
indican que sigue siendo una de las enfermedades crénicas mds importantes
de salud publica en el mundo.

En 1986 la Organizacion Mundial de la Salud reporto, de 8 a 10
millones de personas con diagnéstico nuevo de Tb: mientras que en los
Estados Unidos de Norteamérica, se reportaron cerca de 23,000 casos nuevos
de Tb, lo 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 representdé una tasa de 22.6 por cada 100,000
habitantes. Este mismo afio en el estado de Nuevo Ledn el Instituto
Mexicano del Seguro Social reportd durante el periodo de enero a agosto
0.27 casos de Tb por cada 10,000 detecciones hospitalarias (1). En el
primer semestre de 1988 también en el estado de Nuevo Ledn la Direccidn
General de Epidemiclogia de la Secretaria de Salulridad y Asistencia

(SSA), reporta un promedio de 4 nuevos casos de Tb pulmonar por semana (2)

Ia Tb es una enfermedad de dificil control debido a las
caracteristicas particulares del bacilo tuberculoso, a pesar de que en la
actualidad se cuenta con medicamentos altamente efectivés para su
mane jo. En este padecimiento el estado inmunoldgico del individuo es de
vital importancia, ya que el paciente con Tb presenta una alteracién en su
respuesta inmure de tipo celular, lo que probablerente sSe relaciona €on
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
ayuda de inmunomoduladores como apoyo a los farmacos antifimicos
corvencionales se utilizd Factor de Transferencia (FT) en pacientes con Tb

pulmonar.



ANTECEDENTES

NATURALEZA Y ACTIVIDADES DEL FT

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

landstainer y Chase en 1940 (3) fueron los primeros que transfirieron
hipersensibilidad tardia (HT) a cobayos no sensibles utilizando leucocitos
viables de cobayos sensibles a tuberculina.

lawrence en 1949 (4) fué el primero en transferir HT en humanos por
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 wutilizando extractos de células de donadores
sensibles a la tuberculina y a la substancia M estreptocdccica. A partir
de 1956 Lawrence y Papenheimer (6) denominaron "Factor de transferencia"
(FT) a 1la substancia contenida en el extracto de leucitos dializado
(ELD), cuya actividad bioldgica era la responsable 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 fracciones y para cada
una se probd la capacidad de transferir HT. En sus resultados observaron
que entre las ce¢lulas de donadores no sensibles y sensibles al antigeno no
existian diferencias en el nimero de componentes, ni en su capacidad de

————
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migracién, y el Unico componente comin en todas las fracciones se

determindé como una proteina parecida a la de las gamma—globulinas por
medio de una inmunoelectroforesis.

En los intentos por obtener un modelo de evaluacién de la actividad
del FT varios grupos de investigadores emplearon ensayos de induccidn en
linfocitos. Dentro de éstos se encuentra el grupo de Asher y col. (8)
quienes midieron la incorporacion de timidina en la proliferacion de
linfocitos no  inmunes tratados con FT como método in vitro para
correlacionarlo con la actividad 1in_ vivo. Observaron que el ELD que
contenia el FT obtenido a partir de donadores sensibles in vivo,
incrementé la proliferacién de linfocitos no inmunes al antigeno
relacionado en un rango de 2 a 25 veces mads que los controles tratados
solamente con el antigeno (Ag).

Eichber y col. observaron que el FT obtenido de donadores inmunes
induce inumunidad celular in vivo e in vitro en primates libres de
gérmenes (9).

Burger y col. realizarén estudios sobre la transferencia de la
respuesta inmune especifica obteniendo FT de un mismo grupo de donadores
antes y después de sensibilizarlos a Hemocianina (KLH), y observaron que
el FT preparado después de la sensibilizacidn 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 candidiasis
mucocutdnea quien a su vez habla recibido FTe. Este FTe demostro tener
capacidad para sensibilizar pasivamente a otros dos individuos.
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Posteriormente en 1974 Gallin y Kirkpatrick (12) utilizando
cromatografia en Sephadex G—25 analizaron las diferentes fracciones de el
FTe, encor?trando que la fraccién IT tenia una actividad quimotéctica, con
actividad débil para monocitos y granulocitos, la cual pierde su potencia
por almacenamiento durante 2 semanas a 4°C o con calentamiento a 56°C por
30 min. Neidhart y col. (13) estudiaron mds ampliamente esta fraccion II,
y determinaron que era la fracciéon responsable de la actividad en la
transferencia de la reactividad a KIH en el hombre, y reportaron gue
contenia hipoxantina.Estos mismos autores mediante un ensayo de
transferencia local y sistémica de tuberculina determinaron en la fraccidn
IV la mds alta actividad bioldgica in vivo.

Otra de las estrategias utilizadas para estudiar el FId fué la
utilizacion de un modelo animal que facilitara las preparaciones de FId.
Asi tenemos que Welch y col. en 1975 (14) mediante la administracién de
FId@ obtenido a partir de humanos inmunes a PPD y varidasa (SK-SD)
transfirieron la reactividad de HT hacla estos antigenos en cobayos.

Wilson y col. (19) wutilizande Sephadex G-25 obtuvieron una fraccién
responsable de transferir HI en cobayos estimulados y la denominaron
“TFg", esta fraccién fué similar a la fraccion "TFc" obtenida por
Zuckerman y col. (16, 17) . En el andlisis cromatografico de la fraccién
Tfg se encontré dos subfracciones responsables de la activided: "Tx" y
"Tfgl" siendo sus principales componentes 1la hipoxantina y.el uracilo.

Sin embargo se demostre contrario a otros trabajos (N-2)



gue la hipoxantina no juega un papel directo en la transferencia de HT

pero si tiene efecto en la producciop de FIL . La fraccién Tx por otro
lado mostréd ambas actividades bioldgicas (18).

Gottlieb (19) separéd los componentes del Factor de transferencia
humane (TFh). Aproximadamente el 85% de los polipéptidos los recuperaba
mediante una membrana de diadlisis de 3,500 Da, en éste mismo trabajo
demostré que los polipéptidos producian una reaccion dérmica la cual
involucraba elementos de sensibilidad immediata y tardia.

Miyagawa y col. en 1978 (20) utilizaron ceélulas de pacientes con
leucemias linfobladsticas y con inmunodeficiencias celulares, y demostraron
que el FT induce en los linfocitos no inmunes de estos pacientes la
produccién de FIL en presencia de PPD.

Krohn y col. (21) demostraron que la actividad de conversion de las
pruebas dérmicas se encuentra en una fraccidén que contiene croméforos, los
cuales muestran absorbancia maxima a 260 nm.

Kirkpatrick y col. (18, 22) dencminaron fraccion IIla a la fraccién
responsable de la transferencia dérmica. Esta fraccidn eluye tiene un
wunto isoeléctrico de 1.6 y cuando se somete a cromatografia liquida de
i1lta presidn (HPIC) se obtienen multiples regiones cromoféricas;
sncontrando el 90% de la reactividad del FT en la regidén denominada “Rla"
(22). -

Lawrence y col. (5) mediante didlisis multiple calcularon el peso
molecular del FT, entre 3,500 y 12,000 Da probablemente no mayor de 4,000

Da. Observaron también que el FT es resistente a ribonucleasa,



desoxirribonucleasa y tripsina por 1o que reportan que no es una pmteim

0 acido nucleico convencional, ademds es resistente a acetona, alcohol y
urea 6M {5, 23).

Boger y col. (24) examinarén la estructura polipeptidica del FT.
utilizando peptidasas egpecificas terminales: carboxipeptidasa A,
especifica para el extremo carboxilo terminal la cual destruyd 1la
actividad del FT, también utilizaron la leucina anino peptidasa,
especifica para el extremo amino terminal y esta L;thima no alterd la
actividad del FT.

ILa configuracién molecular exacta no se ha identificado, sin embargo
Buger y col. (22, 25) propusieron un modelo gue contiene inosina o IMP
(5' - fosfato mononucledtido), ribosa, un grupo fosfodiéster y una cadena
pelipeptidica (Fig. 1).

Por otro lado Fudenberg y col. (22, 26 y 25) estudiarcn las fracciones
del DLE precipitadas con solventes organicos, obtuvieron la fraccién
activa denominandola IVb. Esta fraccidén fuée sometida a cromatografia HFLC
obteniendo las subfracciones HPLC-PkS y HPLC-PK7 con un tamafio de 1,000 a
2,000 Da cada una, en base a estos resultados y los obtenidos mediante
procesamientos enzimdticos proponen dos modelos estructurales para los
componentes del FT denominandolos “FI-HS y FI-H7" (Fig. 2).

Lawrence y DBorkowsky en 1981 (27, 28) encontraron en el ELD dos
actividedes especCificas de Ag: uma que tiene funcien cooperadora—inductora

denominada ‘“Factor Inductor' y otra que tiene funcidén supresora denominada

"Factor Supresor'.



El Factor Inductor (FI) se detectd en las fracciones de diadlisis de
3,500 a 12.000 Da (29). las fracciones menores de 3,500 Da contenian
sustancias con actividad de adyuvante no especifico como son serctonina,
histamina, ascorbato, etc (30). Posteriormente probaron la capacidad del
FI para unir el antigeno relacionado, mediante la utilizacién de el ELD
obtenido a partir de donadores inmunes a toxoide diftérico o a candida
sometido a inmunocabsorcién en placas de poliestifeno antes de probar su
reactividad en un ensayo de inhibicidén de la migracién de linfocitos (IML)
(27:28,5--25) Observaron que la inmunoabsorciéon previa con el antigeno
especifico disminuye la capacidad inductora, no especifica de Ag.
Posteriormente esta capacidad inductora unida al inmunoabsorbente
especifico se podia recuperar mediante el tratamiento con urea 8M; y el FI
purificado de ésta forma mantenia su actividad de conversion de células no
inmunes a inmunes para el Ag corresporndiente en un ensayo de IML (31) Fig.
3. Estos hallazgos sugirieron que la actividad especifica de Ag detectada
en el ELD, es debida al FI cuya funcion es convertir las células no
inmunes por virtud de su capacidad de unidén y respuesta al RAg (29).

Para determinar gue tipo de células producen €l FI y sohre que tipo de
células actua, separaron linfocitos T ccoperadores (Tc) de linfocitos T
supresores (Ts) y encontraron la actividad del FI en el dializado de
células Tc , s=in embargo, no se detectd la actividmfi del FS. Por otra
parte utilizando poblaciones celulares purificadas, se observo gue el FI
se absorbia completamente con células Ts y macrdfagos., mientras que no se

absorbia con células Tc ni con polimorfonucleares (Fig. 4). Con todos



estos datos concluyeron que el FI es un producto de cejyjas Tc el cual se

une selectivamente a cé¢lulas Ts y a macrofagos (28). Posteriormente con
objeto de caracterizar el FI, utilizaron anticuerpcs monoclonales
anti-regién variable pesada de inmunoglobulina (VH), anti-regién variable
kappa de inmunoglobulina VK, anti-regién variable lambda de
inmunoglobulina VL, anti-regién antigeno I (Ia) del complejo principal de
histocompatibilidad humano (HLRA) y anti-regién B — 2 microglobulina humana
como inmunocabsorbentes para el ELD y probaron los eluidos en la prueba de
IML y encontrardn que la actividad del FI desaparece del eluido cuando se
absorbe con anticuerpos anti—regién VH y anti-Ia humano, sin embargo, esta
actividad no se altera con anticuerpos anti — B -~ 2 microglobulina. Con
todo esto concluyeron que el FI expresa determinantes de la regidn VH,
probablemente de la regiéon Ia, pero no de la B ~ 2 microglobulina. En base
a esto sugirieron que el FI puede ser un fragmento proteolitico dializable
de un Yreceptor de Ag que confiere reactividad inmune a poblaciones de
células T no inmunes en virtud de su capacidad de union al Ag; suguieren
ademds que esta involucrada en un proceso regulatorio por su actividad de
unién selectiva a células T supresoras (Ts) y macrofagos (28).

El Factor Supresor (FS) especifico de Ag que tiene un pesc molecular
entre 3,500 y 12,000 Da se encuentra en el dializado proveniente de
poblaciones de linfocitos no purificados (29). Este dializado contiene
también actividad supresora no especifica de Ag que puede ser separada
pediante dialisis quedando ésta en el dializado de menos de 3,500 Da
(28). Al probar la actividad del FS en poblaciones de células no inmunes

por IML, no se detectd la inhibicidn en ausencia del FT: el FS no se une
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al Ag especifico pero si al anticuerpo especifico. Esto se observd
cuando eliminaron el FS especifico de Ag del dializado mediante
anticuerpos especificos, y se comprobd cuando este anticuerpo
inmunoabsorbente se absorbia previamente con el Ag relacionado y luego se
usaba como inmunoabsorbente del dializado y no habla disminucién del FS en
el eluido (27). Ademas 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 prueba de IML (Fig. 3y 4).
Para rastrear el origen celular del FS, los mismos autores separaron
poblaciones celulares de Tc y Ts usando anticuerpos (Acs) monoclonales y
observaron que el dializado preparado de las ceélulas Ts contenia la
actividad supresora en la prueba de IML. En sus estudios de absorcion del
dializado que <contiene FS con poblaciones de células purificadas
observaron que el FS era absorbido completamente por celulas Tc y
macréfagos pero no por células Ts ni polimorfonucleares. Para determinar
la existencia de determinantes de la region V, de la region Ia sobre el
FS, usaron Acs inmunoabsorbentes anti-regién Ia y observaron que el FS se
une a anti-VK y a anti-VH pero no a anti—B-2 microglobulina, concluyendo
que el FS expresa un determinante de la regién V, probablemente de la
regién Ia; pero no de el determinante § — 2 microglobulina (28). Cuando
trataron células inmunes primerc con FS y luego con Ag observaron que la
respuesta al antigeno se abatia en una IML, ef:\ cambio si las ceélulas
inmunes se trataban primero con el antigeno y luego con el FS entonces no
ocurria alteracién 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 gue el FS compite con
el RAg especifico por el sitio de unidén al Ag en las células Tc inmunes
(27).

Por otro lado Lawrence y Borkowsky (25) en coordinacién con Burger
(1983) demostraron gque podian restaurar la actividad de las fracciones de
FT dializable que inicialmente no presentaban actividad en un ensayo de
IML, al remover un inhibidor de la actividad de FI; parecido al FS el
inhibidor se une a inmunocabsorbentes 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 desconccida. Con todos los estudios
anteriores Lawrence Yy Borkowsky (1983) concluyeron que el FS disminuye la
respuesta de las células inmunes a los antigenos 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 el FT en el sistema inmune no se
conoce sin embargo se han propuesto varios modelos:

En 1974 Burnet y col. sugieren que el FT funciona como una molécula
gue aumenta la sensibilidad antigénica de celulas potencialmente
respondedoras. Proponen un modelo de efecto en cascada, postulando que la
menbrana citoplasmatica de las «células T posee receptores para
determinantes antigénicos y para FTe. La activacion de las células
mediante la interaccién entre el antigeno y su receptor estimula la
produccién y liberacién de linfocinas y FTe; las moléculas de el FT asi
liberadas interactuan con los receptores de otras células que responden
potencialmente al antigeno y aumentan de esta forma la respuesta al mismo
(32).

Kirkpatrick en 1975 (18) sugirid gue el FT contiene una informacion
instructora que genera en las células gue no responden, la capacidad para
responder a ciertos antigencs, también propone un modelo en el que el FT
funciona amplificando o desenmascarando la respuesta de células
previamente sensibilizadas. Hamblin y col. (1975, 1976), han reportado
otro posible medo de accién, en el que el FT actua como un expansor clonal
y que ademis aumenta la proliferaci¢n de cualquier clona de linfocitos que
responda pobremente. B

lLawrence y Borkowsky (27, 28). postularon que la actividad especifica
de antigeno en el EID es la de aumentar y armar subpoblaciones de células

T directa o irdirectamente a través de macrdfagos con una estructura

especifica, la cual se une al antigeno ya que 1la actividad
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especifica de antigeno: a) Convierte ceélulas no inmunes a un estado de
reactividad al antigeno con un patrén dependiente de la dosis: b) la
actividad se puede absorver pasandola a través de los Ac monoclonales
purificados.

En base a lo anterior sugieren que la actividad especifica de antigeno
puede ser un fragmento dializable de un sitio receptor de celulas T
inmunes o bien la porcidén de un producto del gene de la region V o quiza
un producto unico del gene de la region Ir que presenta el antigeno a
otras células.

Wilson y col. en 1982 (25, 33) proponen un mecanismo de accién 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 sdlo FT-HS desfosforilado, este aparentemente es
derivadc de la superficie celular y es liberado no especificamente por
linfocitos incubados por pericdos prolongados a 37°C como parte de un
proceso de cambi}a normal de los constituyentes de membrana; b) El FT-HS
defosforilado parece ser la estructura del FT actual, la cual lleva parte
del receptor especifico del antigeno de las ceélulas T, éste aparentemente
es derivado de un precwsor de FI-HD el cual es modificado por
fosfodiesterasas y nucleasas (por eso la diferencia en su estructura); c)
El papel de FT-H7 es producir la respuesta de linfocitos al antigeno.
También suponen que el FI-H7 no es liberado normalmente por la célula,
sino gue es un componente intracelular cuya posible funcidén es la de
actuar como regulador genético ademds de estar involucrado en la sintesis

de FTH5.
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US0 CLINICO

Fu¢ en 1970 que levin y col. (34) iniciaron la imunoterapia con FT
particularmente en pacientes con sindrome de Wiskott—Aldrich. Su
aplicacidn se extendio' a otras inmunodeficiencias tales  como
Ataxia-Talagiectacia, Hipogammaglobulinemia variable e inmunodeficiencia
combinada (35).

En enfermedades malignas también se ha reportado la utilizacién de FT
con buenas perspectivas, por ejemplo en osteosarcoma, en donde una vez
diagnosticado el paciente, el periodo de sobrevivencia es de 1 a 2 afios, y
A se ha demostrado que aplicando el FT como inmunomodulador adjunto al
tratamiento ortodoxo se ha logradce aumentar la vida de los pacientes (37).

También se ha reportado la utilizaciéon de el FI en algunas
enfermedades virales por ejemplo, en hepatitis activa ¥y crdnica como
immunoprofildctico (36), en herpes simple (38) e incluso en herpes zoster
oftalmolégico, donde se observd remisién a las 6 h después de su aplicaioh
(39).

Con vrespecto a las enfermedades infecciosas se han observado
resultados muy satisfactorics. Se ha aplicado en candidiasis mucocutanea
(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 infeccion tuberculosa involucra todo el

sistema, sin embargo, la mas importante es la respuesta celular



principalmente los linfocitos T. El papel de los linfocitos B no es muy
claro, no obstante se ha reportado que los pacientes con Tb tienen niveles
elevados d;a Acs contra Ags diferentes a los de las micobacterias (45,
46} . los linfocitos T tienen un papel primordial en esta respuesta los
linfocitos T cooperadores interactuan con el bacilo o con sus antigenos y
provocan la liberacién de mediadores como linfocinas y otras sustancias
que amplifican la respuesta (47).

En 1973 Whitcomb y Rocklin (48) utilizaron por primera vez el Fle como
inmunoterapia de apoyo en un caso de Tb miliar,

En pacientes con infecciones con Mycobacterium Fortitum se utilizd el

EID como agente inmunoterapéutico e inmunoprofildctico obteniendo una
evoluciéon total de la enfermedad, lograndose ademads eliminar los
medicamentos antituberculosos (49); también se ha utilizado el ELD en
pacientes con ostiomielitis fistulante tuberculcsa como inmunoterapia
adjunta y se observd dismimucidén de los sintomas (50).

En infecciones por Mycobacterium xenopi con resistencia a antifimicos,
se aprovecho la reaccidn cruzada que presenta con Mycobacterium
tuberculosis y se prepard FTe a este Ag:; La utilizacidn de este Fle
revirti¢ el curso de la infecciédn (351).

Estrada—Parra y col. realizaron varias investigaciones utilizando Fte
en pacientes cori Tb pulmonar avanzada resistentes al tratamiento
antifimico, demostrando una franca mejoria clinica e inmunolégica. Sin

embargo existen algunas ocaciones en donde la utilizacion
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del FTe falla como apoyo inmunoterapeytico (53).

Debido a la controversia que existe en la utilizacidén del FTe: en este
trabajo se probd la potencia i;a vitro y/o in vivo del FTe, antes de su
aplicacion en cada paciente, ademds se ha reportado que los pacientes con
Tb pulmonar se caracterizan por presentar una baja produccién de IL-2
(54); es por eso que en el perfil inmunolégico que se determind en cada
paciente se introdujo la técnica para evaluar la capacidad de la

produccion de I1—2.
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HITPOTESIS

Suponemos que los pacientes con Tuberculosis Pulmonar activa tratados
con Factor de Transferencia especifico y guimioterapia presentaran una
mejoria clinica e immunolégica, de mayor relevancia que aquellos tratados

solamente con quimioterapia.
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OBIJETIVOS

Determinar el tipo de alteraciones que existen a nivel de la
respuesta irmune en los pacientes con Tuberculosis Pulmonar
activa.

Demostrar que la immunoterapia con Extracto de Leucocitos
Dializado conteniendo Factor de Transferencia combinada con la
quinmioterapia antifimica, produce mejores resultados clinicos en
los pacientes que cuando se utiliza solamente la guimioterapia.
Probar =i el Factor de Transferencia es capaz de restaurar

algunas de las alteraciones inmunoldgicas.
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MATERIATES Y METODOS

PACIENTES

En el presente estudio se trabajé con pacientes con TbP activa, con
baciloscopia positiva y que al momento de iniciar el estudio no padecieran
otra(s) enfermedad(es). El rango de edad de los pacientes fué de 26 a 56
afios, siendo el promedio de 41 afios. Se incluyeron pacientes tanto
resistentes al tratamiento los cuales tenian de 2 a 21 afios en tratamiento
sin curacién (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
(médicogs, enfermeras, quimicos, etc) conocia la distribucidtn de los
" pacientes del grupo control o del placebo.

Los 26 pacientes se dividieron al azar en dos grupos:

— Pacientes ‘“problema" los cuales recibieron quinioterapia mas 10
dosis de FT, una por semana, las primeras 5 semanas y cada 15 dias
hasta concluir.

— Pacientes ‘'control" los cuales recibieron quimioterapia mas 10
dosis de placebo (solucioén salina fisioldgica).

Para 1la quinioterapia antifimica convencional se utilizaron
combinaciones de las siguientes drogas: Isoniacida, Etambutol,
Rifampicina, Pirazinamida y Morfocinamida.

El FT se obtuvo de personas sanas, preferentemente convivientes de
pacientes, con IDR positiva a FFD (induracién mayor de 10 mm), en cada
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paciente el lote de FTe que se wutilizé fué seleccionado previamente
probando  su capacidad de modificar la respuesta del paciente a PPD in vivo
y/0 in vitro como se describe mas adelante,

i& cada paciente sge le realiz6é un perfil inmunolégico y clinico antes
(semana 0), durante (semana 6) Yy después (semana 17) del tratamiento o
placebo. .

La evaluacion inmunolégica comprendid: poblacién total de linfocitos T
y de 1linfocitos B, cuantificacién de inmunoglobulinas séricas (IgG. Igh e
IgM), IDRs (PPD, Var, Cocci), LIF (PPD, Var, Cocci), capacidad fagocitica,
capacidad de produccién de IL-2, complemento hemolitico al 50% y los
componentes C y C .

3 4

El perfil clinico comprendié 1los siguientes parametros: tos,
hemoptisis, fiebre, sintomas generales y una curva ponderal.

Ademds se realizaron en forma periddica exdmenes baciloscodpicos para

la buisqueda de bacilos acido alcohol resistentes en esputo por la técnica
de Ziehl-Neelsen.

PREPARACION DEL FT

la obtencién del FTe se realizo utilizando el métcdo de Lawrence (18):
se obtuvieron 500 mrl de sangre periférica de cada donador reactor a FFD.
en bolsas de coleccion de sangre triples (CPDA-1, Fenwal Laboratories,
Deerfield, Illinois, USR), se centrifugd a 800 rpm durante 15 min
{centrifuga Beckman JB21). Se separd el paguete de plasma en una de las
bolsas laterales y se sometid a una segunda centrifugacién a 1,500 rpm
durante 15 min para separar €l paguete de leucocitos. Posteriormente se
realizé una cuenta leucocitaria para determinar las unidades de FTe de
cada lote. (Una unidad de fTe = 1 X 108 linfocitos).
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El paquete celular obtenido se lisé por 10 cicles sucesivos de
congelacién y descongelacidn, y el extracto se sometié a dialisis contra
agua destilada utilizando un tubo de dialisis de 12,000 Kd. El diaiizado
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
Determinacion de la potencia in vitro mediante el ensayo de FIL:

Se utilizd el ensayo de FIL descrito por Bloom (55). Se obtuvieron 20
nl de sangre periférica y se dejaron sedimentar durante 45 min para
separar el plasma, el cual se colocd en un tubo con tapdn de rosca. Los
leucocitos se lavaron 3 veces con una solucién de Alsevers pH 6.8
(Apendice A), por centrifugacidén a 1,500 rpm durante 10 min en cada lavado
(centrifuga Beckman JB-21), el ultimo lavado se resuspendid en 1 ml de
Medio Esencial Minimo Mcdificado por Dulbecco (MEMD, Gibco Laboratories
Grand Island N.Y.), la suspension celular se dividid en dos tubos, uno
conteniendoc0.1 ml del lote de FTe a probar y otro control con 0.1 ml de
MEMD, se incubaron durante 30 min a 37°C. Posteriormente las células se
centrifugaron y se resuspenden mnuevamente en MEMD, para empaguetarse en
capilares estériles, éstos se sellaron por uno de los extremos, y se
centrifugaron a 1,800 rpm por 7 min, se cortaron en la interfase celular,
se colocaron en 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 utilizande como control el FTe sin estimulacion

antigenica.
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Determinacién de la Potencia in vivo mediante intradermorreaccién al
antigeno relacionadb:

Se aplicd intradérmicamente en el antebrazo 0.1 ml de Fte del lote de
FT a probar; 24 h después se aplict el antigeno (FFD) 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 (solucidtn
salina fisioldgica, liofilizada de apariencia y envase igual al del FTe).
La via de aplicaciétn fué subcutdnea en la regidn del musculo deltoides
(L-10).

PERFIL INMUNOLOGICO

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

Intradermorreaccién:

Se utilizo el PPD de 2 U, Coccidioidina 1:100 (donados por la Gerencia
General de Reactivos Bioldgicos, Secretaria de Salulridad y Asistencia,
México, D.F.) vy 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 induracidén. Una prueba positiva es mayor o igual
de 10 mm.

Determinacion de LT:

Se obtienen 10 ml de sangre periférica y se hace una dilucion al doble
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con solucion de Hank's (Apendice B), en un tubo que contenga 4 ml de
histopaque (Sigma Chemical, St. Louis Mo. USA), se wtratificaq 10 ml de
esta mezcla, se centrifugaron a 1500 rpm durante 30 min (centrifuga
Beckman BJ-21). Se separd la interfase de células mononucleares
conteniendo de 80 a 90 % de linfocitos, el paquete celular se resuspendié
en solucion de Hank's, se lavaron 3 veces por centrifugacién a 1,500 rpm
durante 10 min, se ajustaron a una concentracién de 2 X 10 células por
ml. A un tubo de ensayo que contenga 250 1 de eritrocitos de carnero se
le agreg6 250 1 de la suspensién celular ajustada, se incuban a 37°C por
15 min, se centrifugan a 500 rpm por 15 min y se dejan incubar toda la
noche en refrigeracién a 4°C; al dia siguiente se resusperden lentamente,
se toma una gota y se monta sobre un portaobjetos con cubreobjetos Y se
realiza la lectura. Una célula positiva es aquella que tiene adheridos a
Su membrana mds de 4 eritrocitos. Los valores normales son mayor o igual
de 60% (57).

Determinacion de Linfocitos B:

Ios linfocites B tienen receptores para el complejo formado por el Ac
especifico y la fraccién C del complemento. Los eritrocitos se
sensibilizan previamente con 21 Ac especifico (anti-eritrocito) producido
en conejo, en una concentracidn 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 sensibilizados se
agregan 200 wul al 1% a un tubo con 250 ul de la suspension celular
ajustada obtenida de 1la misma forma que en la determinacidn de LT, y se
deja a - temperatura ambiente durante 15 min. Una roseta positiva es
aqi.lella célula que tiene 4 o mas eritrocitos adheridos a su membrana.

Valores normales de 13 a 33% (57).



Determinacion cuantitativa de complemento en unidades 50% hemoliticas.

la medicién del complemento sérico se realizé utilizando la lisis de
eritrocitos por Ac especificos en presencia de complemento.

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

Se incuban durante 1 hora a 37°C Yy se pard la reaccitn con
amortiguador salino de trietanolamina (apéndice C), se centrifuga a 1,500
rpm (en centrifuga Beckman JB-21) dwante 5 min ¥ se leé la absorbancia en
cada uno a 550 nm en un espectrofotémetro. Posteriormente se graficaron
las absorbancias en papel semilogaritmico y se determinaron 1os valores de
las muestras en unidades S0% hemoliticas por mi.

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

Capacidad fagocitica

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

El ensayo se realizd agregando una gota de sangre periférica no
heparinizada sobre un portaobjetos.

Se dejo coagular la sangre durante 30 min a 37°C en cAmara humeda, se
elimind el coagulo y se lavo con solucidn salina, posteriormente se agrego
una gota de NBT (apéndice D) se incubd durante 30 min a 37°C en cAmara
himeda, se lavd con solucién salina, se f£ijé con una gota de metanol

durante 1 min y se tifio con safranina durante 7 min, finalmente se lavd
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con agua destilada y se realizo el conteo. Una célula positiva es aquella
cuyos granulos se reducen y se presentan de color azul-morado. Los valores
normales son mayor del 40% de células positivas (59).

Determinacién de la concentracion de IL-2 en sohrenadantes de linfocitos
estimulados con concanavalina A (Con A).

Para la estimulacién de linfocitos se extrajeron 20 ml de sangre
periférica heparinizada se diluyé al doble con solucién de Harnk's
(apendice  B) y se estratificé en tubos cénicos de polipropileno
conteniendo histopaque (Sigma Chemical, S.Louis Mo.USA.)se centrifugaron a
1800 rpm (centrifuga BJ-10, Beckman) durante 30 min, y se recolecté con
pipeta Pasteur la interfase celular de leucocitos, se lavd dos veces con
solucidon de Hank's a 1200 rpm durante 10 min, se resuspendid en medio
RPMI-1640, se realizé una cuenta leucocitaria y se ajusté a una
concentracion de 4 X 10 células/ml.

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

FPosteriormente se centrifugd a 2,000 rpm durante 10 min, se colectd el
sobrenadante en cordiciones estériles y. se almacend a 70°C hasta su uso.

Para cuantificar la actividad bioldgica en estos sohrenadantes se
utilizé un "Kit" de ELISA (Intertest 2 Human Interleukin—2 ELISI‘\, Genzyme
corporation, Boston, Ma., USA.). Se reculrio cada uno de los 96 pozos de
la inmunoplaca con el primer Ac (Anticuerpo monoclonal anti-IL-2) se tapo
y se incubd en cdmara himeda a 4°C durante toda la noche.

Inmediatamente antes de su uso, se lavdo la placa 4 veces

Il
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con amortiguador de lavado PBS/ Tween (apéndice E).

Después del lavado, se agregaron 100 ul de los estandares de IL-2
(500, 50, 5, 0.5 y 0.05U) y como control negativo se utilizdé medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.), esto se realizd en pozos por
duplicado, vy se agregaron 100 2301 de cada uno de los scbhrenadantes
estimulados se incubd la placa tapada por 4 h a 37°C en camara humeda.

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

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

Se realizd aspiracién y lavado como se menciona anteriormente.

Se agregd 100 ul del tercer Ac (Anticuerpo de cabra anti Ig de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina) en la placa se incubd en camara
himeda a 37°C por 1 h.

Se vealizd aspiracion y lavados como se menciono anteriormente.

Se agregaron 100 ul de sustrato y a los 45 min se obse}vé la
reaccion por el cambio de color y se midié la absorbancia en cada uno de
los pozos a 410 nm con un Lector de ELISA (Vertical photometry; Eflab;
Helsink, .Finland) (60} .

Factor inhibitorio de la migracién de leucocitos

El FIL es una linfocina que inhibe la migracién normal de leucocitos

PMN, es producido por linfocites T al estar en contacto con el Ag

especifico.

Se extrajeron 20 ml de sangre periférica con una jeringa heparinizada,
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éesta se incubd en posicién vertical a 37°C durante 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 lavé dos veces con solucion de Hank's (apérdice B), el
ultimo precipitado se resuspendi® en 1 ml de medio RPMI-1640, esta
suspensién se utilizdé para llenar lo= capilares, los cuales se
centrifugaron a 1,800 rpm durante 15 min Y se cortaron en la interfase del
paquete de leucocitos.

Por otro lado se prepararon las cdmaras de Bloom con parafinma y
cubreobjetos, - a los cuales se les agregd una gota de grasa de silicon para
sostener los capilares cortados, una vez colocados se sellaron las cdmaras
y se llenaron con medio de cultivo y los Ag correspondientes (PFD, var,
cocci). Se midid la migracién celular a las 24 h Y se determind el indice
de inhibicién de migracién de leucocitos (55).

los valores normales de inhibicidén de migracién son igual o mayor de
20% con respecto a los controles.

Quantificacion de IgG, IgA e IgM y de los componentes C y C del
complemento mediante nefelometria ? 2

Se mezclaron 100 ul de los suercs problema diluidos 1:101 en
soluciodn salina con 200 ul de los antisueros estandares
correspondientes diluidos 1:5 y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente, Postericrmente se realizaron las lecturas en un nefeldémetro a

635 nm y el registro de las concentraciones se obtuvo directamente de la

computadora integrada .
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EVALUACION BACTERIOLOGICA

Ia evaluacion bacteriolégica se realizd mediante una baciloscopia en
esputo con la técnica de Ziehl-Neelsen modificada por Kingoun (61); la
bisqueda de los bacilos &cido alcohol resistentes se realizd de acuerdo al
método de la Unidn Internacional de Tuberculosis (62).

EVALUACION CLINICA

Ia evaluacién clinica se llevé a cabo tomando en cuenta los siguientes
sintomas y signos que se consideran mds importantes en cuanto a la
evaluacion de los pacientes con TbP, los cuales son: tos, hemoptisis,
fiebre, sintomas generales, junto con una curva ponderal. En cada uno de
estos se consideraron cuatro pardmetros: 1) leve, 2) moderado, 3) grave y

4) ausente.
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RESULTADOS

En el presente trabajo se determind la evolucién clinica,
facetrioldgica e inmunolégica de 26 pacientes, los cuales se dividieron en
dos grupos: uno de 17 pacientes gue recibieron irmunoterapia con FT y otro
grupc de 9 pacientes, que formaron el grupo placebo. Todos los pacientes
recibieron el tratamiento antifimico convencional

La valoracién inmunolégica comprendid: respuesta celular, respuesta
humoral y mecanismos de defensa no especificos.

En lo 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 mantuvo sbélo
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 respe&o a los resultados de las pruebas dérmicas, en la induccidn
con PPD (Tabla 7), en el grupo de pacientes tratado con FT aumentd la
positividad de un 88 a un 93%, mientras que en el grupo placebo; antes del
tratamiento el 12% de 1los pacientes eran positivos y al final del
tratamiento ninguno era positivo. En la estimulacién con Var (Tabla 8),
antes del tratamiento ninguin paciente del grupo tratado con FT presentaba
prueba dérmica positiva y al fimalizar el {ratamiento 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 positiva y al
finalizar el mismo, todos fueron negativos. Respecto a 1la
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intraderworreacion a Cocci (Tabla 9), después del tratamiento tanto en el
grupo tratado con F¥T como en el grupo placebo aumentd el porcentaje de
pacientes que presentaban positividad de un 6 a un 43% y de un 0 a un 16%
respectivamente

En la evaluacién de LIF con FPD (Tabla 10) en el grupo tratado con FT
el porcentaje de pacientes que presentaban valores normales disminuyd
después del tratamiento de un 60 a un 12%, lo mismo sucedié con el grupo
placebo después del tratamiento disminuyd 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 después 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%) contrariament'e en el grupo placebo, si hubo
una marcada disminucién de 33 a 14%.

En cuanto a la determinacién de IL-2 en los solrenadantes de
linfocitos estimulados con Con A (Fig 5). en el grupo tratado con FT un
60% de los pacientes incrementd su produccién de IL-2 después del
tratamiento mientras que en el grupo placebo solo un 16% aumentd su
produccidn

Con vrespecto 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 normales
incrementandose después del tratamiento a un 60% no encontrandose cambios

en el grupo placebo antes y despues. En cuanto a la determinacion de las
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inmunoglobulinas después del tratamiento en ambos grupos aumentd el
porcentaje de pacientes que presentaban valores normales de IghA (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) disminuyd después del
tratamiento de 87 a 56% contrario al grupo placebo que aumentd de 66 a
86%; en la determinacion de IgM (Tabla 16) todos los pacientes tratados
con FT iniciaron el tratamiento dentro de los valores normales y al
finalizar el wismo sélo el 87% mantenia valores normales y en el grupo
placebo el porcentaje cambio levemente de 88 a 86%.

En la evaluacién de los mecanismos de defensa no especificos se
determiné la capacidad fagocitica mediante la reduccién de NBT (Tabla 17)
aunentando el porcentaje de pacientes que presentaban valores normales
tante en los tratados con FT (53% a 69%) como en los del grupo placebo
(55% a 86%) al final del tratamiento.

En cuanto a la fraccion C (Tabla 19) del complemento en el grupo
tratade con FI no se observd vma'iacién en el porcentaje de pacientes que
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 y al finalizar todos presentaban estos valores.
la fraccién 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 bajdé a un 64% contrariamente en el
grupo placebo aumeritd de 66 a B3%.

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

todos los pacientes se encontraban baciloscopicamente actives y al
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finalizarlo en el grupo tratado con FT 6 pacientes presentaron
baciloscopla negativa mientras que en el grupo placebo sdlo 1 paciente

logré presentar baciloscopia negativa.
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TABLA 1

PROPIEDADES DEL FT
Soluble, dializable, liofilizable
No antigénico
Peso molec;.xlar de 3,500 a 12,000 Da
Oligorribonucledtido
Inactivadeo a 56°C por 30 min
Almacenable a 20°C por varios afios
Punto 1sceléctrico de 1.6
Resistente a alcchol, acetona y urea.6M
Contiene Factor Inductor y Factor Supresor
. Orcinol y Biuret positivos
Sensibilidad enzimatica
Resistente a:
Tripsina
Quimiotripsina
Fosfodiesterasa II1
Ribonucleasa T
Fosfatasa alcalina
Ribonucleasa A
Desoxirribonucleasa
Sensible a:
Pronasa
Proteinasa K
Fosfodiesterasa I
Carboxipeptidasa A
Ribosil transferasa B



TABLA 2

FACTOR INDUCTOR
Presente en la fraccion de dialisis 3,500 a 12,000 Da
Reside en las células T cooperadoras
Es absorbido por las células Ts y macréfagos
Se une a antigeno especifico
Recuperado de immunoabsorbentes con urea 8M

Induce irhibicién de migracidén especifica de antigeno

35



TABLA 3

FACTOR SUPRESOR
Se encuentra en la fraccion de dialisis 3,500 > 12,000 Da
Reside en las células T supresoras
Es absorbido por las c¢lulas Tc y macrofagos
Se une a anticuerpo especifico
Recuperado de inmunoabsorbentes como glicina-HCl
Bloquea 1la actividad cooperadora-inductora del FT en céliulas no inmunes en

una forma dependiente de la désis



TABLA 4

FPERFIL. INMUNOLOGICO

INMUNIDAD HUMORAL

Linfocitos B

Cuantificacién de inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM)

INMUNIDAD CELULAR
Linfocitos T
Inrtadermorreacciones (PFD, Var y Cocci)
LIF (PPD, Var y Cocci)

Produccién de Interleucina — 2

MECANISMOS DE DEFENSA NO ESPECIFICOS
Reduccién de NBT
Complemento hemolitico al S50%
Componente C:3 del complemento

Componente C del complemento
4
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TABLA 5

ALGUNAS APLICACIONES DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA

DEFECTOS DE DISFUNCICN AMPLIR EN INMUNIDAD CELULZR
Sindrome de Wiskott Rldrich

htevis Telangiectasia
Hipogemmaglobulinemia variable
Inmunodeficiencia combinade severa
Sindrome DiGeorge

Disgammaglobulinemia

Sarcoidosis

Enfermedad de Hodking

Uveltis

DEFECTOS SELECTIVOS DE ANTIGEND
Micdticos:
Candidiésis mucocuténes ¢rénica
Histoplasmosis diseminada
Coccidioidomicesis diceminada
‘Virales:
Infecciones por citomegalovirus
Herpes zdster y simplex
Serempion
Hepatitis
Varicela
Farasiterios
leishmaniasis cuténea
Toxoplasmosis
Malignos:
Osteosarcoma
Cencer de pulmén
Hipernefroma
Carcgr nesofarincsc
. Ctros
Micobacteriales:
Lepra
. Tuberculosis



TAHIA 6

LINFOCITOS T (%)

Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
68 64 65 52 74 ND
56 ND 17 58 ND 24
60 36 38 52 21 79
43 54 19 52 33 ND
48 51 54 . 37 68 o8
68 44 54 o8 66 39
57 39 60 45 28 23
57 79 45 77 30 59
55 4 58 61 35 ND
57 31° 27
S0 80 67 1/9(11) 3/6(51) 1/6(16)
a1 49 17
37 29 11
57 ND 33
44 87 ND

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

( ) Porcentaje de-pacientes que presentan valores normales
Valores normales = >60%

-
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TABLA 7

INTRADERMORREACION PFD (mm)

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 34 33 15 15 20
17 25 17 30 ND ND

0 28 15 20 25 ND
11 10 11
20 45 40 1/8(12) 0/3(0) 0/4(0)
20 16 0 )

7 6 14
15 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
ND No determinado :

Valores normales 210 mm



TABLA 6

INTRADERMORREACION Var (mm)

Factor de Tranaferencia Placebo

Antes Durante Después Antes Durante Después
0 ND 0 0 ND 0
5 ‘ND 0 0 ND 5
0 ND 0 0 ] 0
6 ND 0 15 ND 1]
0 ND ND 0 ND 0
0] ND ND 0 ND ND
0 ND 0 0 0 ND
D ND 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)
0 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)

( ) Porcentaje de pacientes que presentan valores normales

ND No determinado

Valores normales 210 mm
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TAHLA ©

INTRADERMORREACION Cocci (mm)

Factor de Transferencia FPlacebo
Antes Durante - Después Antes Durante Después
0] ND 0 0 ND (0]
0 ND 0 0 ] 0
ND ND 0 ND ND 0
0 8 10 0 5 0
0 ND ND 0’ 17 0
0 ND ND 0] ND o
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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TABLA 10

LIF PPD (%)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
a5 15 o4 50 16 16
ND o1 0 62 ND 68
76 59 0 59 58 3]
13 15 0 69 69 56
40 2 2 11 0 0
30 25 6 92 0 27
33 18 0 14 26 0
81 10 38 43 35 0
14 38 80 25 5 22
0 0 0
47 7 0 7/9(77) 4/8(30) 4/9(44)
19 37 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 bacientes gue presentan valores normales
ND No determinado

Valores normales :20%
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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 S 0 ND 0

0 07 1) 0 0 56 33

0 6 52 al a4 0
42 18 ND 0 ND ND

0 56 24
23 ND 34 2/6(33) 4/4(100) 1/7(14)

0 62 0

0 0 77
B85 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%



TAHIA 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 33

0 6 52 81 44 0
42 18 ND 0 ND ND
0] 56 24

23 ND 34 2/6(33) 4/4(100) 1/7(14)
0 62 0

0 0 77

85 21 ND

S92 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 >20%
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TAHLA 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 9 14 36 10 13
41 28 30 12 7 13
35 ND 50 39 30 ND
36 21 22 23 24 9
21 21 33 ND 24 53
56 33 ND
19 33 14 4/7(57) 6/8(75) 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) 9/13(60)

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

Valores normales 13 a 33%



TAHLA 14

IgA (mg/dl)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
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
355 164 185 285 190 190
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
235 235 230
520 370 530

10/14(71) 13/14(83) 9/11(82)

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

Valores normales 90 a 450 mg/dl

47



TAELA 15

I1gG (mg/dl)
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Despues 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 1390 2600 1470 ND
1750 2550 1650 90 470 630
1100 920 1760 1540 1600 1620
1600 986 750 860 1030 1110
1500 200 830 1090 1400 1190
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 2150
1170 1170 1360
2050 1200 1910

13/15(87) 12/16(75) 9/16(56)

{ ) Porcentaje 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 Después Antes Durante Después

80 70 106 100 225 ND
ND 140 B840 195 100 70
180 130 113 140 155 125
260 310 385 100 93 90
195 187 170 145 145 ND
260 170 160 100 Q0 70
178 155 140 285 260 325
235 297 240 180 160 150
195 130 155 125 105 140
ND ND ND ———

85 313 115 8/9(88) 9/9(100) 6/7(86)
155 180 185

ND 205 175

147 125 155

175 140 130

85 95 115

115 60 110

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

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

Valores normales 60 a 280 mg/dl
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TAHLA 17

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

45 a2 57 35 56 ND
73 69 ND 53 71 67
37 57 38 66 52 29
58 74 74 32 93 40
B84 63 43 63 32 ND
85 94 57 55 55 75
48 35 61 37 37 54
32 61 ND 67 37 81
31 ND ND 26 51 53
75 92 63
72 24 24 5/9(55) 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

CH (U
S0
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después 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 12 <40 ND 50
ND 77 ND 52 ND ND
50 50 91
43 20 ND 2/7(28)  3/4(75) 1/2(50)
117 ND ND
47 ND ND
67 ND ND
174 ND ND

7/11(e4) 4/7RE7) 2/5(20)

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

Valores normales 60 a 120 U.



TABLA 19

C (mgrdl)
3
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
68 116 47 95 82 ND
ND 110 73 B84 84 91
130 130 68 80 91 56
102 85 74 ND 50 116
142 4 86 88 62 ND
46 160 67 93 52 88
87 32 44 79 70 ND
51 82 67 127 106 83
ND ND ND ND 69 77
99 81 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
9/14(64) 9/14(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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TAHLA 20

C (mg/dl)
4
Factor de Transferencia Placebo
Antes Durante Después Antes Durante Después
24 29 17 30 28 ND
ND 43 33 22 28 41
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 33 ND 6/9(66) 7/9(77) 35/6(83)
25 16 19
40 ND 19
31 29 28
12 ND 14
ND 23 28
40 33 25

14/14(100) 11/715(3)  9/14(64)

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

V{:xlores normales 20 A 50 mg/dl
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Dentro de la respuesta inmunoldgica encargada del control de la ThP
tiene un papel muy importante la inmunidad celular, donde las principales
células efectoras son los linfocitos T que sintetizan y producen IL-2. Es
aqui donde adquiere gran importancia la inmunoterapia de apoyo con FTe con
el cual se transfiere la capacidad de respuesta inmune celular contra un
antigeno con el no se habla reaccionade en forma adecuada.

Con nuestros resultados mostramos que en la évaluacidn de la respuesta
irmune humoral, de los mecanismos 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 pacientes del grupo
placebo.

9e ha reportado que los pacientes con tuberculosis pulmonar presentan
un defecto en la produccion de IL-2 especifica de Ag {T4). IEn nuestros
datos observamos un aumento en la produccién de IL-2 en sobrenadantes de
linfocitos estimulados con Con A, en los pacientes tratados con FT,
mostrando con ésto que ésta puede ser la falla inmunoldgica que presentan
los paclentes con tuberculosis.

En- relacidn al estudio clinico el FT no eliminé todos los sintomas.
Sin embargo uno de los problemas principales de los pacientes con
tuberculosis es que son portadores del bacilo, por consiguiente el riesgo
de transmitirlo es muy grande. En pacientes qgue por varios afios
permanecieron con su baciloscopia positiva; ademds en alqunos se les

cambid el tratamiento antifimico varias ocaciones, soélo después de la
63 |



inmunoterapia de apoyo pudieron cambiar su baciloscopla a negativo.

En la produccién de interleucina - 2 (IL-2) en sobrenadantes de
linfocitos éstimulados con concanavalina A se observd que el FT aumentd la
cantidad de TL-2 producida.

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

la evolucién bactericiégica fué uno de los datés mas relevantes en los
pacientes tratados con FT, ya gue un 66% logrd cambiar su baciloscopia a
negative, misntras que en ningin paciente del grupo placebo sucedid la
nismo.

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

Por otre lado, es impertante considerar la capacidad de estimulacidn

de T1-2 como  modelo in vitro para la evaluacion de la potencia de cada

wnidad de FI, por lo que consideramos «que serla el paso a seguir.
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APENDICE A

SOLUCION DE ALSEVER'S

Glucosa 20.5 g
Citrato de scodio 8.0g
Acido citrico 0.55 g
Cloruro de sodio ~ ~  4.49
Agua destilada 1,000 ml

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

SOLUCION DE HANK'S

Glucosa 1.0 g
NaCl 8.0 g
KCl1 0.4 g
CaCl 0.14 ¢g
2
Mgs0 0.1g
4
MaCl 0.1g
2
KH PO 0.06 g
2 4 _
Na HPO 0.06 g
2 4
NaHCO 0.35¢g
3
Rojo fenol 0.02 g
Agqua destilada 1,000 ml

—_—

Esterilizar por filtracién con membrana de 0.22 wm y almacenar a 4°C
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Disclver las sales en 800 ml de agua destilada y ajust

HC1 0.1 N.

APENDICE C

REGULADCR DE SALINA TRIETANCLAMINA (TES)

Solucion Stock 10 X

NaCl 75.0 g

MgCl 6H O 1.0g
2\ 2 :

CaCl 2H O 0.22 g
2| ~

Trietanolamina 28 ml

Aqua destilada 800 ml

Uevar a 1,000 ml con agua destilada.

Solucion de trabajo:

ar el pH a 7.4 con

Diluir 1:10 con agua destilada y adicionar gelatina a unma concentyacion

final de 0.05%.
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APENDICE D
NITRO-AZUL DE TETRAZOLIO (NBT)
BT 0.28 mg

Lp o destilada 100 ml

Disolver y guurdar en alicuotas a —20°C en frasco color ambar
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APENDICE E
AMOKTIGUADOR DE LAVADO (PBS/Tween)
PBS (Amortiguador de fosfatos pH 7.2 "Genzyme Corporation; Boston, Ma.
U.S.A.")

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

Diluir el frasco de PBS en 2 1 de agua bidestilada y agregar 4 ml de Tween

20.
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