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RESUMEN 

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral mas común SNC; los 

tratamientos utilizados han hecho poco para erradicar la enfermedad. El Factor de 

Transferencia (FT) es un extracto dializable de leucocitos y se considera una 

terapia alternativa para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer al aumentar !a 

respuesta contra células tumorales. El calostro bovino ofrece una nueva 

alternativa para desarrollar un FT específico. La investigación tiene como objetivo 

estandarizar la metodología para la extracción del factOí de transferencia calostíai 

(FTcal ) , comprobar la presencia de péptidos de bajo peso molecular en el producto 

y determinar su actividad in vitro e in vivo. Para realizarla se inmunizaron dos 

vacas con. proteína de glioma C6, se colectó el calostro y se purificó el FT Cal por 

medio de centrifugación, diálisis y liofilización. Se evaluó la presencia de péptidos 

por métodos cualitativos como Ninhidrina y Biuret y por el método cuantitativo de 

Bradford. Se confirmó la presencia de péptidos de bajo peso molecular en el 

producto por método de electroforesis en gel de poliacrilamida, se evaluó la 

producción del factor inhibidor de leucocitos (UF) en células sin inmunidad celular 

hacia el glioma C6, Se realizo una prueba de DTH para evaluar la especificidad y 

transferencia de inmunidad, se evaluó la cinética de crecimiento del glioma C6 en 

función de la dilución del FT Cal utilizada. Resultados: se obtuvo una concentración 

de 0.4550 mg/mL de proteína, se observaron bandas con un peso molecular de 

4.9kDa. Se registraron resultados positivos en la producción de UF en las células 

sin inmunidad celular hacia el glioma C6. La prueba de DTH presentó diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo control y los grupos tratados con FT Cal 

(p<0.001) al igual que en la prueba de cinética de crecimiento de glioma C6 

(p<0.03, p<0.02 y p<0.01). Los resultados permiten concluir que la metodología 

empleada para la obtención de FT calostral es la adecuada y que el FTcal induce la 

reducción del crecimiento tumoral del Glioma C6 de rata y la producción de UF 

además de ser especifico y transmitir inmunidad. Palabras clav,es: Glioblastoma 

Multiforme, Factor de Transferencia, Calostro, Péptido, Factor inhibidor de 

leucocitos. 
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ABSTRACT 

The multiforme gliobastoma (GBM) is the most cornrnon nervous's central system 

tumor. The used treatments have done a few to diminish the disease. The transfer 

factor (TF) is a dialyzable leukocyte extract and an alternative therapy for the 

treatment of different types of cancer when increasing immune responses against 

tumoral cells. The bovine colostrum offers a new alternative to develop él specific 

TF. This investigation has the objective to standardize the methodology for the 

extraction of colostral transfer factor (TFcal ) , verify the peptide presence of low 

molecular weight in the product and determine its activity in vitro and in vivo. In 

order to make the investigation post parturition colostrums samples were obtained 

from two dairy cows previously immunized with protein of glioma C6. The TFcal was 

purified by centrifugation, dialysis and Iyophilyzation. The peptide presence was 

evaluated by qualitative methods like Ninhidrina and Biuret and by the quantitative 

method of Lowry. The peptide presence was confirmed of low molecular weight in 

the product by method of electrophoresis in polyacrylamide gels. The production of 

the leukocytes migration inhibition factor (UF) in cells without cellular immunity to 

glioma C6, one OTH test was made, in order to evaluate, the specific and 

transference of the immunity the glioma C6 growth cinetic in function of the dilution 

of the TFcal used. Results: a concentration of 0,4550 mg/mL of protein in the TFcal 

with a molecular weight of 4.9kOa was obtained. In vitro positive results in the 

production of UF in the cells without cellular immunity were registered towards 

glioma C6. The OTH test presented significant statistical difference between the 

group control and the groups dealt with TFcal (p<0.001) the same way of the 

gliioma C6 growth kinetic (p<0.03, p<0.02 y p<O.01). The results allow to conclude 

that the methodology used for the colostral transfer factor obtair.ing is adequate 

and that the TFcal induces the reduction of the tumoral growth of the glioma C6 in 

rats and the production of UF. 

Key words: multiforme gliobastoma (GBM), Transfer Factor (TF), colostrum, 

peptide, leukocytes migration inhibition factor (UF) 
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Introducción. 

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral de! sistema nervioso 

central , con un pronóstico de vida grave de menos de 2 años a partir de su 

diagnóstico. 

El presente proyecto de investigación es de vital trascendencia SI 

consideramos la incidencia mundial del glioblastoma multiforme (GBM) que 

comprende entre el 12 y el 25% de todas las neoplasias intracraneales. entre e! 

30 y 50 % de los gliomas y más del 90% de los gliomas localizados en los 

hemisferios cerebrales en adultos, así como el tiempo de vida que estos 

pacientes tienen sin ser tratados (aproximadamente 14 semanas). Además SI 

consideramos que los tratamientos utilizados hoy en día tales como la 

quimioterapia, radiaciones y resección quirúrgica con radiación han sido poco 

alentadores ya que la tasa de sobrevida posquirúrgica es relativamente corta 

pues el 41 % de los pacientes sobreviven menos de un año, 39% entre 1 y 2 

años, 12% entre 2 y 3 años y solo un 8% sobreviven más de fres años. 

Hay antecedentes de que el Factor de Transferencia ha sido utilizado 

como inmunomodulador en enfermedades crónicas de origen bacteriano, viral y 

neoplásicos, demostrando una mejoría en la respuesta inmune sin la presencia 

de efectos colaterales. El factor tradicionalmente se obtiene de sangre periférica 

por lo que es necesario encontrar una fuente abundante de FT con alta 

especificidad, así como una adecuada metodología para su obtención. De esto 

surge el interés por profundizar sobre las características del tumor y los 

antecedentes históricos del factor de transferencia, para plantearlos como marco 

de referencia de la presente investigación. 



Capítulo 1. Glioma o Neoplasia Cerebral. 

1.1 Neoplasia del sistema nervioso central. 

Los tumores de sistema nervioso están formados por células que exhiben 

una división incontrolada en una proporción que excede la muerte celular (Wise y 

col , 1984). Se conocen dos tipos principales de tumores cerebrales: 1) tumores 

primarios, compuestos de astrocitos, oligodendrocitos, ependimocitos, histiocitos, 

microgliocitos (todos ellos llamados en conjunto gliomas); fibroblastos aracnoideos 

especiales (meningiomas); neuroblastomas-meduloblastomas y pinealocitos; 2) 

tumores secundarios, es decir metástasis de carcinoma de pulmón, mama, 

mela nomas, linfomas y de origen indeterminado (Fred y Pruitt, 1994). Esta 

clasificación depende del sitio exacto del tumor, del tipo de tejido involucrado, del 

comportamiento benigno o maligno del tumor y de otros factores. El término 

glioma ha tenido una amplia aplicación, sin embargo se reserva comúnmente para 

esos tumores con la evidencia histológica y biológica de malignidad (Apuzzo, 

1991). Estas neoplasias incluyen los glioblastomas y tumores menos agresivos 

como oligodendrioma, astrocitoma y ependimoma (Apuzzo, 1991). 

El cuadro 1.1 presenta el grado del tumor según su tiempo de recaída y su 

tiempo de duplicación. 

2 



r Kernohan-1949 Ringertz-1950 OMS-1979 Burger-1985 ! i 

I 

~ 
Grado 1 

1 Astrocitoma Astrocitoma con 
Sobrevida de 5 años o Astrocitoma I Pilocítico deg. Microquística ~ más. l 

_ 1 
~ - _. 

Grado 2 . , . . i 
Astrocltoma üe baJO ! 

Sobrevida de 3 a 5 Astrocitoma Astrocitoma i 
t 

grado ¡ 
años ¡ 

¡ 
¡ 

.- _._------¡ 
Grado 3 

.A.strocitoma Astrocitoma Astrocitoma I Sobrevida de 1 a 3 I Anaplásico Anaplásico Anaplásico 
años I 

Grado 4 1 
Glioblastoma Glioblastoma Glioblastoma i 

Sobrevida de menos I 
Multiforme Multiforme Multiforme. I de 1 año 

I . , . . .. 
Cuadro 1.1 .1 Evoluclon que ha tenido la claslflcaclon de gllomas . 

(Tomado de Dávila; 2001). 

1.2 El Glioblastoma multiforme. 

El glioblastoma multiforme (GBM), representa el grupo más común de las 

neoplasias del Sistema Nervioso Central. Comprende entre el 12 y el 25% de 

todas las neoplasias intracraneales, entre el 30 y 50% de los gliomas los gliomas 

frecuentemente son localizados en los hemisferios cerebrales, lóbulos frontales , el 

cuerpo calloso y estructuras centrocefálicas además puede presentarse en el 

cerebelo o en la medula espinal (Fred,1994). 

Estudios recientes publicados por Sotelo y colaboradores (2000) referentes 

a la incidencia de neoplasias de este sistema, muestran que los gliomas ocupan 

un 33% del total de los casos registrados en un periodo de 7 años; y de este 

porcentaje el 28% fueron diagnosticadas como glioblastoma multiforme, 

representado a su vez un 9% del total de las neoplasias. Estos porcentajes son 

más bajos que los reportados por anglo americanos del 17% al 27% y de 33% al 

55%, respectivamente. Un estudio en población española, reportó que el GBM 

ocurre en un 20% de todas las neoplasias intracraneales (De Angelis , 2001). El 

" 
.) 



pico de incidencia en la vida media adulta es entre 45 y 55 años de edad, pero 

ningún grupo de edad está exento. Para los menores de 15 años, los gliomas 

representan· el 11 .2% del total de los tumores incidentes. La relación de pacientes 

afectados entre hombres y mujeres es de 3:2 (López-Gónzalez y 80telo; 2000, De 

Angelis, 2001). 

1.3 Morfología. 

En el plano macroscópico, el parénquima cerebral normal está 

distorsionado e infiltrado por una tumoración amarillenta que contiene áreas de 

necrosis, zonas quísticas y áreas hemorrágicas. El tumor tiene una apariencia 

variable, algunas zonas pueden ser blanquecinas y duras, mientras que otras son 

amarillentas y blandas, de color gris, rojo, naranja o café, dependiendo del grado 

de necrosis y presencia de hemorragia reciente o antigua (Mendelsohn, 1994). 

Las características histológicas encontradas son: gran celularidad con 

pleomorfismo e hipercromatismo nuclear; astrocitos identificables con fibras en 

combinación con astroblastos, en algunos casos células tumorales gigantes y 

células en mitosis; hiperplasia de células endoteliales de pequeños vasos, 

necrosis, hemorragia y trombosis de vasos. Se distingue de los otros tipos de 

astrocitomas por su aspecto abigarrado, debido a ello recibe la denominación de 

multiforme (Burger, 1991 ,Cotran,1989, Mendelsohn, 1994). 

1.4 Etiología. 

La etiología del GBM sigue siendo desconocida; sin embargo, se han 

propuesto varias hipótesis. Se ha sugerido que la incidencia de gliomas se 

incrementa con la exposición a radiaciones ionizantes, dieta, campos magnéticos, 

el uso de pesticidas, herbicidas y fertilizantes. En ciertos ámbitos profesionales 

han aparecido pequeños incrementos en la incidencia de estos tumores, sobre 

todo en la industria de procesado de petróleo. (Fiebig y Schmahl , 1979; Cotran y 

col , 1989; Burger, 1991 ; Fred y Prutt, 1994). 
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Capítulo 2. La respuesta inmunológica en gliomas. ' .. _. 

Los pacientes con cáncer presentan reactividad inmunológica alterada ( Dix 

y col, 1999), ' posiblemente derivada de alguna deficiencia en el proceso de 

activación necesario para la citotoxicidad mediada por células T (Tada y Tribolet, 

1993). En pacientes con glioblastoma el número reducido de células T circulantes 

se debe a una eliminación selectiva de linfocitos T cooperadoras CD4+ (Bhondeley 

y col, 1988), aunque existen cantidades normales de linfocitos B y de 

inmunoglobulinas en el suero, su capacidad para producir anticuerpos contra 

tétanos, influenza y otros antígenos es deficiente, lo que puede deberse a la 

disminución funcional de las linfocitos Th2 (Bhondeley y col, 1988; Tada y Tribolet, 

1993). Aunque un número pequeño de células B se encuentran entre la población 

de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL), las células CD4 son insuficientes para 

activar apropiadamente a las linfocitos B para que produzcan anticuerpos (Tada, 

1993). Se ha apreciado la presencia de infiltrado linfoide asociado con gliomas, el 

cual podría' ser la manifestación de una posible respuesta inmune del huésped al 

tumor. Se observó predominio de linfocitos T citotóxicos CD8+ invadiendo el 

parénquima tumoral.(lwasaki, 1993 (Turner, 1992). 

Se han identificado dos grupos de antígenos con representación principal en 

células de glioma pero con menor representación en otros grupos celulares: el 

antígeno neuroectodermal encontrado en la superficie celular (S-1 00) y el antígeno 

citoplásmico glial o proteína ácido fibrilar glial (PAGF) (Apuzzo y Mitchell, 1981; 

Tada y Tribolet, 1993). 

Los defectos en la inmunidad celular en sitios periféricos y en el tumor mismo 

se han atribuido, al menos en parte, a la producción -de péptidos 

inmunosupresores por elementos neoplásicos. La familia del factor de crecimiento 

transformante (TGF), principalmente TGFp, IL '1 0 Y prostaglandina E2, son 

considerados como la causa más importante de inmunosupresión en ' gliomas 

(Fontana, 1984; Sawamura, 1990). Además se han identificado receptores 
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solubles para citocinas que actúan como inhibidores de citocinas en los pacientes 

con gliOma. Estos inhibidores solubles incluyen el receptor antagonista de IL-1 , el 

receptor soluble de IL-2 y el fragmento extracelular soluble de receptores de 

membrana del factor de necrosis tumoral (sTNF-R 's) de 55kOa y 75 kOa. Este 

último forma complejos con el TNF a y ~ inhibiendo la actividad biológica de estas 

citocinas por competencia del receptor de membrana específico en células y 

tejidos (Ammirati, 2001). 

Aparentemente el gen p53 es responsable de la apoptosis inducida pOí daño 

. al ONA (Pollack, 1997) La pérdida de la función del gen p53 fue la primera 

alteración descrita como elemento regulatorio de susceptibilidad a apoptosis, 

relacionada a la progresión de gliomas y posible resistencia a quimioterapia 

(Barker, 1995) Existe además en células del glioma el receptor C095 (receptor de 

factor de crecimiento neural/factor de necrosis tumoral) ; este ligando es expresado 

en células T y es un mediador importante de muerte celular citotóxica de células. 

Los gliomas malignos expresan C095 esto indica que tiene la cascada intracelular 

requerida para apoptosis mediada por C095. En contraste a C095, el gen bcl-2 

codifica un inhibidor de apoptosis; bcl-2 es expresado en tumores gliales humanos 

in vivo y es más abundante en gliomas grado 111 y IV como es el caso del GBM 

(Patsouris, 1996). 
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Capítulo 3. Tratamiento del glioblastoma. 

La historia natural del glioblastoma es bien conocida, menos de la quinta 

parte de los pacientes sobreviven un año después de aparecer los primeros 

síntomas y sólo el 10 % llega a 2 años. El edema cerebral que incrementa la 

presión intracraneal es la causa inmediata de muerte (Mendelsohn, 1994). En este 

tipo de neoplasias el protocolo terapéutico incluye resección quirúrgica que 

conduce a una reducción inmediata de la presión intracraneal , facilita la obtención 

de tejido para el diagnóstico histológico y mejora la acción de otros tratamientos 

como la radioterapia y quimioterapia. (Ammirati, 1987). Estos procedimientos han 

sido poco alentadores, ya que la tasa de sobrevida posquirúrgica es relativamente 

corta pues el 41 % de los pacientes sobreviven menos de un año, 39% entre 1 y 2 

años, 12% entre 2 y 3 años y sólo un 8% sobreviven más de tres años. (Black, 

1991 ). 

Después de una resección, sin radiación ni quimioterapia, la vida media del 

paciente es de solamente 14 semanas, se obtienen mejores resultados al 

combinar la resección quirúrgica con radiación y/o quimioterapia (Fine y col , 1993; 

Smith y col, 1980; Mendelsohn, 1994), pero existe un problema que limita el 

avance de la radioterapia de los gliomas malignos que es el pobre cociente 

terapéutico entre la radiosensibilidad del tejido cerebral normal y la elevada 

radioresistencia de los gliomas (Leibel, 1991). La utilización de sustancias 

inmunorreguladoras e inmunoestimuladoras así como radiosensibilizantes , y la 

fotoirradiación son métodos en fase de estudio para aumentar la eficacia de la 

radioterapia (Schuster, 1991). 

En el tratamiento de los gliomas malignos la quimioterapia se ha m'ostrado 

discretamente eficaz. Por esta razón su utilización en determinados tumores es 

objeto de controversia (Walker, 1980). En general , no ha habido ningún fármaco o 

combinación de fármacos que se hayan mostrado mejor que otros y la respuesta a 
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la quimioterapia es variada (Rosenfeld, 2001). Para el tratamiento <le los gliomas 

malignos se utilizan agentes quimioterapéuticos como carmustina (N,N-bis- (2-

cloroetil)- N- nitrosourea BCNU), que es el agente anticancerígeno de elección 

(Kimatura y col, 1996), se utiliza una dosis máxima de seguridad menor o igual a 

1200 mg/m2 de área tumoral (Colvin , 1982; Mcdonald y col , 1981). En humanos, la 

toxicidad con altas dosis de carmustina es marcada, produciendo un daño tóxico 

en pulmón asociado con nitrosoureas, y presentandose en forma de alveolitis 

fibrosante y neumonía intersticial, la cual puede producir fibrosis pulmonar, faHa 

pulmonar restrictiva y muerte, además, se observa mielosupresión retardada, 

trombocitopenia y leucopenia que pueden contribuir al sangrado y a una grave 

infección en un paciente previamente comprometido. Otros fármacos utilizados 

son la procarbazina, lomustina y vincristina, los cuales incrementan la sobrevida 

(Kornblith y Walker, 1988, Black, 1991), estos agentes pueden ser administrados 

por vía intravenosa, intraarterial, intratecal, intraventricular o intraparenquimatosa; 

la ruta intravenosa es una de las más usadas. ( Mahaley y col , 1989). 

Nuevas propuestas, particularmente las modernas estrategias moleculares, son 

la esperanza para ayudar en el futuro a la terapia de los tumores cerebrales. Los 

intentos por ejemplo el uso de vectores retrovirales y adenovirales, virus Herpes 

simplex, vectores antisentido y oligonucléotidos antisentido. Estos estudios aún se 

encuentran en etapa preclínica y algunas cuestiones importantes quedan aún por 

resolver (Yung, 1994). 

3.1 Inmunoterapia. 

Existen nuevas estrategias para atacar este tipo neoplasias. Muchos de 

estos métodos se dirigen a aumentar la débil respuesta inmunitaria del huésped 

contra antígenos tumorales (Couldwell y col , 1991). La inmunoterapia es 

inherentemente más específica por su ataque selectivo a células tumorales. 

Recientemente se han introducido, inmunopotenciadores e 

inmunomoduladores como el interferón factores estimuladores de colonias , , 

muramildipéptidos y el Factor de Transferencia (Candanosa, 1997). 
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Capitulo 4. Factor de Transferencia. 

4.1 Antecedentes históricos. 

A principios de los años 40's Landstainer y Chase describieron por primera 

vez la transferencia de hipersensibilidad retardada (OTH) de un donador inmune a 

uno no inmune utilizando para ello células de exudado peritoneal de cobayos 

sensibilizados con cloruro de picrilo y tuberculina (Chase, 1942). Las células de los 

animales sensibilizados eran transferidas a los receptores no sens¡bilizado~ y 

éstos adquirían la capacidad de expresar la RIC de los donadores. Estudios 

posteriores en animales indicaron que la transferencia era mejor cuando se 

realizaba entre donadores y receptores que tuvieran alguna relación y sólo cuando 

se usaban células intactas y vivas. Las transferencias con células muertas o 

suero, no dieron resultado (Chase,1942) 

La transferencia de DTH (de/ayed type hypersensitivity) fue observada por 

primera vez en humanos hasta 1949 por Lawrence, abriendo una nueva línea de 

investigación que ha desembocado tanto en un mayor entendimiento de los 

mecanismos inmunitarios como en el desarrollo de diferentes terapias 

inmunomoduladoras. Lawrence originalmente demostró que la transferencia de 

linfocitos de un donador positivo a la tuberculina a un receptor sano negativo 

daba como resultado, la conversión del receptor en positivo. En 1955 Lawrence y 

col. demostraron que la hipersensibilidad tardía ó DTH podía ser transferida 

utilizando extractos solubles dializables de leucocitos provenientes de 20mL de 

sangre total. Al componente activo de estos extractos celulares se le llamó Factor 

de Transferencia (FT). En estos experimentos Lawrence utilizó lisados de 

leucocitos de donador8s que presentaban DTH positivas a antígenos tales como la 

coccidiodina, el toxoide diftérico y la proteína M del estreptococo. 

En todos los casos los receptores eran individuos con OTH negativas a estos 

antígenos; pocas horas después de haber recibido el FT, los receptores eran 
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capaces de presentar reacciones de DTH positivas a los antígenos que eran 

reconocidos por los donadores y el efecto parecía ser antígeno específico. De aquí 

en adelante llamaremos a la preparación elaborada por el método de Lawrence 

extracto díalízable leucocítario (EDL) (Levin, 1970). 

En los años que le siguieron a 1963, la investigación sobre el FT no avanzó 

tanto y no fue hasta la década de los 70's cuando fue utilizado en el síndrome 

Wiskott-Aldrich, tanto en ensayo in vivo como in vitro y se confirmó que el FT 

podía ser utilizado en otro tipo de padecimientos (Fudenberg y Pizza,1993). En 

1973 Levin demostró que el FT además de transferir la Rle, confería la capacidad 

de inducir la producción de citocinas en respuesta a antígenos específicos, así . 
como la resistencia a la infección en padecimientos con una inmunidad deficiente 

de carácter genético. 

Desde esta época se propuso al FT específico como una cadena de 

polipéptidos unidas probablemente por un puente disulfuro. En la década de los 

80's se realizaron numerosos estudios clínicos del efecto del FT en diversos 

padecimientos, observándose en la mayoría de ellos efectos benéficos 

(Fudenberg y Pizza, 1993). En los siguientes años, la investigación sobre el FT se 

enfocó al estudio de su estructura química, utilizando para ello diversas 

metodologías enzimáticas, químicas y fisicoquímicas donde obtuvieron 

polipéptidos específicos con un peso Molecular de 5KDa (Rozzo y Kirkpatrick, 

1992). 

En el año 2000 Kirpatrick logró identificar una secuencia de aminoácidos de 

un total de 7 preparaciones de FT diferentes. Estos péptidos no tienen la 

capacidad de transferir inmunidad, aunque sí se administran conjuntamente con el 

FT se inhibe la expresión de la DTH.Estos hallazgos sugieren que estos péptidos 

caracterizados conformados por la secuencia de los aminoácidos 

LL YAQDLNEDN. corresponden a la región conservada del FT que se une a las 

células blanco (Kirkpatrick, 2000) 
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En la actualidad esta muy claro que la actividad del FT de 5KDa es antígeno 

específica, esta afirmación se apoya en los experimentos realizados por Rapaport 

en 1960 quién preparó lisados de leucocitos de donadores coccidiodina positivos 

de California y los probó en residentes de Nueva York, de 35 receptores de los 

cuales 28 mostraron DTH positiva para la coccidioidina. Más tarde estas 

observaciones se han confirmado cuando se prepara FT a partir de bazos de 

ratones' inmunizados contra diferentes antígenos. Los receptores reaccionan 

exclusivamente con el antígeno hacía el cual los receptores fueron inmunizados 

(Rozzo y Kirkpatrick, 1992). 

4.2 Efectos inmunológicos. 

Aunque todavía no se conocen totalmente los mecanismos de acción del FT 

y de EDL, se han observado múltiples efectos in vitro, consistentemente se 

presentan dos efectos en los receptores: expresión de DTH y secreción in vitro de 

ciertas citocinas por linfocitos T activados. La propiedad de transferir la 

hipersensibilidad a un receptor no sensibilizado, aún constituye la principal 

definición funcional del FT. Una observación constante ha sido la capacidad de los 

linfocitos de producir MIF · (Factor inhibidor de la migración de macrófagos) y UF 

(Factor inhibidor de leucocitos) en respuesta a un antígeno, tanto en pacientes 

con enfermedades infecciosas como en aquellas de origen autoinmune; casi 

siempre' la respuesta in. vitro corresponde con la aparición de DTH. 

(Kirkpatrick,1993) 

En cuanto a la fLiílcionalidad de las células T de pacientes tratados con FT se 

ha encontrado que se incrementa la actividad citotóxica específica contra células 

tumorales (Kirkpatrick,1993) Otros ejemplos de los efectos in vitro de la 

administración de FT ó EDL incluyen: incremento en la activación de los 

macrófagos y en la producción de IL-1, favorece la producción de MIF y UF 

aumenta la citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC), incrementa la 
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reactividad de los linfocitos en cultivos mixtos y la reacción de rechazo a 

transplantes, también promueve la quimiotaxis de leucocitos. (Kirkpatrick,1977). 

4.3 Estructura química. 

Como ya se había mencionado la preparación cruda obtenida después de 

romper los leucocitos totales en una solución acuosa seguida de una diálisis para 

obtener la fracción de bajo peso molecular, se denomina extracte dializab!e 

leucocitario (EDL), Algunos componentes del EDL, tienen efecto adyuvante, por 

otro lado la fracción que corresponde a FT es responsable de la transferencia 

específica de respuesta inmune celular y es la suma de las experiencias 

inmunológicas del donador (Estrada-Parra, 1999). 

Independientemente de su origen, los FTs estudiados, son pequeñas 

moléculas de 3.5-6KD, lábiles al calor, pero estables a bajas temperaturas, de 

modo que la actividad biológica permanece después de almacenar el producto de 

- 20°C a -70QC aún después de varios años (Estrada-Parra, 1999). Algunos de 

los estudios indican que los FT contienen bases RNA unidas a pequeños 

péptidos, (Rozzo y Kirpatrick, 1992). Aunque más tarde se encontraron moléculas 

del FT funcionales sin ribonucleótidos (Kirkpatrick, 1993). En vista del peso 

molecular del FT es muy probable que contenga 40 aminoácidos, por lo tanto si 

consideramos las posibles combinaciones de los 20 aminoácidos que existen, 

tenemos mil millones de variaciones en la estructura primaria. 

4.4 Toxicidad. 

Debido a su bajo peso molecular no contiene sustancias que podrían causar 

efectos colaterales. Se sabe que la aplicación del FT carece de efectos colaterales 

indeseables o efectos secundarios y no es tóxico (Estrada, 1999; Fudenberg , 

1993). 
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4.5 Obtención del . factor de transferencia. 

Actualmente se obtienen de leucocitos totales de un donador sano. Estas 

células son rotas por ciclos de congelación-descongelación. El lisado !eiH~oc¡tar ¡ o 

es posteriormente dializado a través de una membrana con un punto de corte de 

10 KD, posteriormente es liofilizado (Estrada-Parra, 1999). Muestras de este EDL 

son sometidas a pruebas de inocuidad y seguridad para garantizar que sean 

estériles y libres de pirógenos. Se ha determinado arbitrariamente que una unidad 

internacional (UI) corresponde al EDL que proviene de 5 x 108 leucocitos y 

usualmente es envasada en un vial. (Estrada-Parra,1999) 

4.6 Origen del factor de transferencia. 

Tanto el EDL como el FT pueden obtenerse también de linfocitos de sangre 

periférica, de linfonodos de bovino, bazo y placenta de diferentes especies 

(Funderberg, 1993). No existe aparentemente una barrera interespecies, se puede 

utilizar FT obtenido en una especie y aplicarse en otra sin ninguna complicación y 

con excelentes resultados. (Wilson y col , 1988) Lo que significa que el FT esta 

formado por moléculas muy pequeñas no inmunógenas y altamente conservadas 

a través de la evolución. Una molécula dada de FT con cierta especificidad, puede 

ser muy parecida en estructura ó por lo menos igual en los sitios activos ya sea 

que provenga de humano, cerdo, caballo ó cualquier otra especie. (Wilson y col , 

1988). 

Originalmente el FT proviene de sangre humana pero el calostro , es una rica 

fuente de FT (Kirkpatrick, 1996) .. El calostro tiene un gran potencial , ya que puede 

obtenerse mucho más FT a bajo costo. Adicionalmente el FT se encuentra soluble 

en el calostro en más alta concentración que dentro de las células. El FT obtenido 

de calostro esta 1,000 veces más concentrado que el obtenido a partir de sangre 

(Wilson, 1989). 
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Existe evidencia de que si se inyecta tejido canceroso en vacas, el EDL -FT 

obtenido de sangre de estos animales, promueve cierta mejora clín ica (\/Vilson , 

1989).También se ha obtenido FT de bazo de cerdo para cáncer de coión, io que 

resultó en un incremento de IL-2 e IFNy en los pacientes así como de iinfocitos 

T y B (Karhumaki y col, 1988) 

4.7 Vías de administración. 

EL EDL-FT generalmente es administrado por vía intramuscular ó 

subcutánea, aunque se ha demostrado que la vía oral es igualmente eficiente, e 

incluso puede darse como supositorio vía rectal e incorporado en liposomas. Para 

una acción más rápida puede ser administrado por vía intravenosa. Este producto 

es notable por que su administración esta prácticamente libre de efectos adversos. 

( Estrada-Parra, 1999) 

Capítulo 5. Estudios clínicos realizados con FT. 

Los EDL contienen muchas sustancias que ejercen entre el 10-15% del 

efecto inmunológico. A continuación se citan las múltiples experiencias de la gran 

cantidad de investigadores que han administrado EDL-FT en diversos 

padecimientos (Estrada-Parra,1999) El ejemplo clásico de inmunodeficiencia que 

responde exitosamente con el FT es la candidiasis mucocutánea, reportada desde 

1972. Otro desorden inmunológico que se caracteriza por la deficiencia de 

respuesta celular es la lepra lepromatosa, después del tratamiento los pacientes 

son positivos a la lepromina ( Levin, 1970; Levil \ 1973; Estrada-Parra y col , 1983). 

Desde el principio fue evidente la utilidad del FT en el tratamiento de la 

tuberculosis, en la actualidad se han determinado por biología molecular algunos 

de los mecanismos involucrados en la remisión de las lesiones en el modelo 

murino. En la leishmaniasis cutánea observaron una dramática mejoría de las 
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lesiones que habían permanecido por años. Para el tratamiento del Herpes los 

resultados han sido excelentes ya que erradica las lesiones, disminuye el dolor y 

previene la recurrencia, en pacientes de diferentes edades incluyendo geriátricos. 

(Estrada-Parra y col , '1998) El tratamiento con FT ha sido de gran utilidad en 

padecimientos de etiología autoinmune ó incierta como síndrome de Behcet, 

alopecia totalis, síndrome de fatiga crónica, lupus eritematoso, esclerosis múltiple 

y en otros de carácter alérgico como asma, hipersensibilidad alimentaria y 

dermatitis atópica con gran éxito principalmente en niños. (Lawrence, 1954; Levin, 

1970; Levin, 1973; Estrada-Parra y col , 1983) 

5.1 Factor de transferencia en cáncer. 

La respuesta celular es el principal medio para eliminar las células 

cancerosas. Cuando se reportó que el FT era capaz de incrementar esta 

respuesta, se iniciaron muchos ensayos para utilizarlo en pacientes con cáncer en 

un intento de aumentar la respuesta inmune contra las células tumorales. En 1976 

Byers logro establecer evidencia in vitro de los beneficios de FT, pues logró 

transferir la capacidad citotóxica especifica. Fudenberg y Pizza en 1993 también 

lograron comprobar que la transferencia del UF en contra de antígenos 

tumorales. 

El grupo de Fudenberg en 1993 ha producido evidencia muy sólida de que el 

EDL es capaz de incrementar la respuesta inmune celular en pacientes con 

osteosarcoma o sarcoma osteogénico . Levin en 1970 al administrar EDL evitó la 

presentación de metástasis después de la cirugía y a lo largo de la vida de los 

pacientes tratados. El mismo efecto se ha observado utilizando el modelo animal. 

En el caso de los melanomas en estadio 1, los resultados no son concluyentes ; en 

un grupo de 100 pacientes, a los 5 años sobrevivía el 99%. En ensayos con 

pacientes en estadía 11 no se observo mejora en la sobrevida. Tampoco hay 
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mejora cuando se añade EDL a la quimioterapia ó inmunoterapia con BCG, en 

melanoma maligno diseminado (Kirkpatrick y Gallin, 1974; Gottieb y col , 1995) 

Aunque existen resultados optimistas, es necesario experimentar con 

protocolos donde se use FT especifico para llegar a una conclusión justa. 

Utilizando EDL de los convivientes de mujeres con cáncer cervicouterino se han 

logrado muy buenos resultados (Pizza,1993) Usando este mismo sistema se han 

atacado otros tumores como, melanoma, sarcoma osteogénico, rabdomiosarcorna , 

carcinoma epidermoide, linfosarcoma y adenocarcinoma de colon; el objetivo fue 

reestablecer la respuesta inmune celular especifica (Kirkpatrick y Gallin; 1974; 

Gottieb y col, 1995) 

La terapia con EDL produjo regresión de 13 tumores, disminución de !a 

metástasis y alivio del dolor en otros 14 pacientes, pero la mejora clínica no fue 

duradera. (Kirkpatrick y Gallin, 1974; Gottieb ycol , 1995). 

Se han lograde incrementar los niveles de linfocitos circulantes CD4+ y de 

la DTH en pacientes con linfoma de Hodgkin . En pacientes con carcinoma renal 

metastásico se han observado notables mejorías ya sea el EDL solo o en 

combinación con quimioterapia o con BCG. Para el caso de cáncer de vejiga , 

incrementaron los linfocitos T totales, la respuesta proliferativa en presencia de 

mitógenos, actividad citotóxica y un aumento de anticuerpos, así como reducción 

significativa del tumor (Kirkpatrick y Gallin, 1974; Gottieb y col , 1995) 

En la metástasis de cáncer de próstata se observó regresión del tumor 

primario y de la metástasis en pacientes tratados con FT. En un modelo de ratas 

que se les administró FT, sólo se observó infiltración linfocitaria y necrosis 

(Kirkpatrick y Gallin, 1974; Gottieb y col , 1995) 
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Capítulo 6. Línea celular C6. 

Por diferencias entre las neoplasias, se han establecido modelos estándares 

para cada tipo de tumor, para unificarlos en el terreno internacional de los tumores, 

las condiciones de transplante y las técnicas de investigación (Fareii y col , í 987). La 

clona C6 es la línea celular glial más frecuentemente usada en neurobiología. Ha 

sido estudiada en su composición lipídica, la presencia de antígenos de superficie , 

su respuesta a antimetabol itos , la producción de carbohidratos y la presencia de 

varias enzimas (Sissel, 1974, Lantos, 1980). 

El clan C6 ha sido aislada de un glioma de rata Wistar inducido por !a 

inyección del carcinógeno N-nitrosometilurea, después de una serie de cultivos 

alternados y pasaje por animales (Benda, 1968). Las células fueron cultivadas en 

medio Han's F10 (82.5%) con suero de caballo (15%) y suero fetal bovino (2.5%) . 

El origen glíal de la clona C6, fue confirmado por la producción de altos niveles de 

la proteína S-100, el fenotipo molecular más característico del cerebro de los 

vertebrados y que ha sido encontrado en numerosos tumores cerebrales, tanto de 

humanos como en otros animales (Gysin, 1980; Senda, 1968). Se ha sugerido que 

la S-100 puede tener un papel importante en el desarrollo y fisiología del cerebro, 

quizás en el control de la actividad de la trombina localizada en el cerebro con 

propósitos, tales como mitogénesis y diferenciación o en la modulación de la 

acción de la endotelina-1 sobre las arterias cerebrales (Ehrenreich, 1993). 

En 1981 Auer y cols describieron el implante intracraneal de células C6 

como modelo simple y reproducible de glioma. Posteriormente Farrel y cols 

(1987 ) reportaron algunas características del modelo. Actualmente el glioma C6 

es de los modelos más ampliamente utilizados para el estudio, prevención y 

tratamiento de glioma maligno (Cravioto y col , 1976; Farrel y col , 1987; Peterson 

y col , 1994). 
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Justificación. 

Con lo anterior descrito y aunado a los conocimientos previos de la eficacia 

del Factor de Transferencia en diferentes neoplasias (ta!es como rneianoma, 

sarcoma osteogénico, rabdomiosarcoma, carcinoma epidermoide, linfosarcoma, 

adenocarcinoma de colón, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal , cancer 

cervicouterino , cancer de próstata entre otros), surge nuestro interés en realizar 

investigaciones sobre e! efecto inmunoterapéutico de! Factor de Transferencia de 

origen calostral bovino sobre el GBM. Esto con el propósito de desarroliar una 

terapia que disminuya el volumen tumoral , que limite su expansión y la 

posibilidad de reincidencia, que no se desmerite la calidad de vida de los 

pacientes como sucede con la radio y quimioterapia y por ende ofrecer un 

periodo de sobrevida más amplio. 

Es importante mencionar que en nuestro país no existen antecedentes del 

origen de Factor de transferencia específico de GMB de origen calostral bovino, 

ya que el realizado actualmente se obtiene de sangre humana y animales como 

el cerdo. 

Por todo lo expuesto nos abocamos a estandarizar una adecuada 

metodología de la obtención y purificación del Factor de transferencia calostral 

específico como agente inmunoterapéutico en glioma C6 de rata . 

18 



Hipótesis. 

Si la metodología empleada para la purificación del FTcal es la adecuada 

entonces se puede determinar la actividad in vitro e in vivo del FTcai 

Objetivos. 

General: 

Estandarización de la metodología para la obtención del Factor de 

Transferencia calostral bovino. 

Particulares: 

1. Comprobar la presencia de péptidos de bajo peso molecular en el 

producto obtenido. 

2. Determinar la capacidad de transferencia de DTH del producto 

obtenido y su especificidad. 

3. Determinar la actividad la actividad biológica del FTcal obtenido en el 

modelo del glioma C6 en rata. 

4. Determinar la actividad in vitro del FTcal . 
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Figura 7.1.1. Metodología general para la producción del Factor de Transferencia 
calostral bovino especifico para Glioma C6 de rata. 

Producción del FTcal 

1 
Inmunización de la vaca vía 

subcutánea: 6°,7° Y 8° mes de 
gestación con 5 mg/ml de proteína 

de glioma C6 
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Parto de la vaca 

1 
Colecta de calostro las primeras 

72 hrs 

1 
Obtención y Purificación 
del FTcal 

20 

U Itracentrifugaclón 

Diálisis 



Figura7.1.2 Metodología general para la evaluación del Factor de Transferencia 

calostral bovino para el modelo de Glioma C6 de rata 

Determinación de 
proteínas: método 
de Biuret, Ninhidrina 
y Bradford. 

Extracción del FTcal 

\ 

\ 
1 \ 

Electroforesis 
en gel de 
poliacrilamida 
al 18% 

Prueba de 
OTH y UF 
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Figura 7.5.1 Metodología para !a evaluación de !a producción del factor 

inhibidor de leucocitos (UF) 

Producción de UF 

Sangre periférica de cada animal 
más 2ml de gelatina al 3% agitar y 

reposar 2h a 37°C en ángulo de 
45° 

Centrifugar el suero 1 Omin a 250g 

Lavar con sol Alsever y centrifugar 
5 min en cada lavado 

... 

Resuspender el último botón en 
medio MEM 

Llenar capilares % partes sellar y 
centrifugar 3min 

Cortar los capilares en la interfase 
cel-sob y fijar en la cámara de 
Bloom 

Sellar la cámara con portaobjetos 
y parafina 
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I 

o Problema1 : 0.1ml de 
AG . 

o problema 2: 0.1 mi de 
FTcal. 
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Ag de Glioma. 



Figura 7.6.1 Prueba de OTH (delayed type hypersensitivity) para rlp.tp.rminnr 

la transferencia de inmunidad así como la especificidad del FTcal. 

Se utilizaron 60 ratones Balb c . 
divididos en 5 grupos, cada grupo 
inmunizado con 100111 de 

. tratamiento en la base de la cola: 
control , control FTtb, FTcal 
concentrado, Ftcal O.0045mg/ml y 
FTcal 0.00045mg/ml 

Retan a las 24hrs con 7.8 I1g del 
antígeno de glioma C6 en la pata 
izquierda y 20111 de solución 
salina(SS). 

1 
Mide el grosor del cojinete plantar a 
las 24 y 48 hrs (cojinete izquierdo 
con el antígeno de glioma C6 y el 
derecho con SS) 
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"Figura 7.4.1 Metodología general para la evaluación del efecto del FTcal 

sobre el volumen tumoral del Glioma C6. 

Cultivo celular del glioma C61 

Transplante del glioma C6 500¡li con I 
1 X1 01 cels viables a ¡atas VVistar de i 

150-200g en la pata derecha vía 
subcutánea 

Medir el volumen tumoral 

Ratas con tumor subcutáneo de 2cm 
de diámetro son seleccionadas 

Dividir en 4 lotes (tratamiento vía 
intratumoral) control, FTcal 
concentrado, FTcal 0.0182mg,FTcal 
0.00455mg 

Medir el volumen tumoral a las 7, 14 Y 
21 días 
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Capitulo 7. Materiales y Métodos. 

Este trabajo fue realizado en el Departamento de Inmunoiogía de ia 

Escuela Nacional de Ciencias biológicas, en el Laboratorio 8 de Biología 

Molecular de la unidad de posgrado de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlan , en el laboratorio de Neuroinmuno!ogia del Instituto de Neurología y 

Neurocirugía y en el Rancho Almaraz de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlan campo 4. 

7.1 Elaboración del Factor de transferencia calostral bovino. 

Como fuente de FTcal se utilizaron 15 litros de calostro bovino; para ello se 

preparo el inmunógeno a partir de células C6 para inocular 2 vacas gestantes 

La vaca se inmunizo con 5mg / mi de proteína de glioma C6 resuspendido 

en solución salina amortiguada y mezclado con adyuvante incompleto de Freund. 

La vía de inoculación fue intradérmica. Estas vacas fueron inmunizadas durante el 

quinto, séptimo y octavo mes de gestación. 

Después del parto se colecto el calostro de las primeras 72hr después del 

parto se mantuvo en congelación hasta su procesamiento (ver figura 7.1) 

7.1.1 Ultracentrifugación. 

Con el objetivo de remover las células, grasa y la caseína se estandarizaron 

velocidades y tiempos de centrifugado, así como la temperatura. Sé centrífugo en 

4 diferentes ciclos a una temperatura de 4°C: 

o Primer ciclo fue de 3500rpm durante 15min. 

o Segundo ciclo 7000rpm durante 30 mino 

o Tercer ciclo 10,OOOrpm durante 1 hora. 

o Cuarto ciclo 12,OOOrpm durante 1 hora. 
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Una vez centrifugado se congeló, para su posterior tratamiento y se almacenaron 

muestra para realizar la determinación de proteínas. 

7.1.2 Diális·is. 

El calostro centrifugado por dializado se paso a través de una membrana de 

diálisis, con un punto de corte de 10,0000a de peso molecular, permitiendo el 

paso por la membrana de moléculas con un peso molecular menor a 10Kda, ei 

sistem'a se dejo reposar por 48horas en refrigeración y finalmente el agua de 

diálisis 7.5 litros fue colectada en condiciones asépticas, filtradas con un filtro de 

0.45 y 0.22J.lm, posteriormente se congelo y recolectaron muestras para la 

determinación de proteína y la prueba de actividad biológica. Finalmente se liofilizo 

con el objetivo de concentrar y eliminar el agua. 

7.2 Determinación de proteínas. 

Se determino la cantidad de proteína de cada una de nuestras muestras 

obtenidas en cada paso de obtención y purificación del FTcal (Factor de 

transferencia calostral) por métodos cualitativos como Biuret, ninhidrina y 

cuantitativos como el método de Bradford. 

7.2.1 Método de Biuret. 

Para esta prueba se colocó 1 mL de cada una de las muestras almacenadas 

(calostro sin tratamiento, calostro centrifugado, dializado y liofili¿ado) en un tubo 

de ensaye de 5 mL, posteriormente a cada tubo se le adicionó 2 mL de NaOH al 

10% Y 1 mL de reactivo de Biuret. Sin agitación, se dejó reposar durante 5 min 

para observar la formación de un anillo violeta en la parte superior de la solución, 

lo que nos indicó una prueba positiva. 
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7.2.2 Método de ninhidrina. 

Para esta prueba se colocó 1 mL de cada una de las muestras almacenadas 

(calostro sin tratamiento, calostro centrifugado, dializado y !iofiiizado) en un tubo 

de ensaye de 5 mL, posteriormente a cada tubo se le agregaron 3 gotas de 

ninhidrina al 1 %, se agitó y se dejó reposar durante 5 rnin para observar la 

formación de un complejo colorido color violeta; lo cual indica prueba positiva. 

Cuando la formación del complejo no se observó, los tubos se colocaron en baño 

de agua a ebullición durante 2 minutos. 

7.2.3 Método de Bradford 

se realizo una dilución 1: 10 de una solución de 1 mg/ml de albúmina sérica 

bovina, fracción V, para obtener la siguiente curva: 

Concentración BSA(1 JlglJlI H20 REAGENTE 

O Jlg/ml O JlI 100 JlI 1ml 

20 Jlg/ml 20 JlI 80 JlI 1ml 

40 Jlg/ml 40 JlI 60 JlI 1ml 

60 Jlg/ml .60 JlI 40 JlI 1ml 

80 Jlg/ml 80 JlI 20 JlI 1ml 

100 Jlg/ml 100 JlI O JlI 1ml 

De cada muestra se hicieron por duplicado diluciones 1:5 y 1: 15 se dejaron 

incubar por 10 minutos y se determinó la absorbancia en el espectrofotometro a 

595nm. Y se interpolo la absorbancia de las muestras para conocer su 

concentración 
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7.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Los reactivos empleados para la formación del gel de poliacrilamida son 

acrilamida. N,N'-metilen-bis-acrilamida (bis-acrilamida), tetrametilen diamir:a 

(TEMED) y persulfato de amonio. 

Se preparó un gel de poliacrilamida duodecil sulfato de sodio como se indica a 

continuación (ver cuadro No. 7.3.1.1) 

1. Se preparó un gel separador a 18% ( la mezcla se vierte rápidamente a ié, 

cámara de electroforesis guardando una pequeña cantidad para observar el 

momento de la polimerización) , se le agrego alcohol isopropi!ico sobre el gei 

y se retiro al momento de la polimerización, se enjuaga con agua 

desionizada para quitar el exceso de alcohol y se seco con papel filtro . 

2 . Se preparo el gel concentrador al 5% el cual se adicionó sobre el gel de 

separación con cuidado y rapidez, guardando una pequeña cantidad para . 

observar el momento de la polimerización, se coloco el peine el cual se retiro 

cuando el gel polimeriza. 

Gel de separación Gel de 
condensación 
5% 

Volume 10ml 18% 
Agua destilada 2.5ml 3.4ml 

Tris-HCL, pH8.8 1.25ml -

Tris-HCL,pH6.8 - 0.63ml 

80810% 1 00 ¡.tI 50¡.t1 

Bl8/Acrilamida 6ml 0.83ml 
· 30% 

Persulfato de 50¡.t1 50 ¡.tI 
amonio 

-
TEMED 5 ¡.tI 5 ¡.tI 

Cuadro 7.3.1 .1 Cantidades para preparar el gel de poliacrilamida 
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Se montaron las placas en la unidad de electroforesis teniendo cuidado de 

que no existieran fugas, se llenó con regulador de corrimiento. Se colocaron 20 ~ I 

de las muestras de FTcal concentrado, FTcal dializado y el marcador de bajo peso 

molecular SIGMA ultra iow range con un rango de peso molecular de 1,060-26,600 

daltons cada muestra se preparó con 10I-LI de regulador de muestra 2X . Se 

conectó la cámara a la fuente de poder. Se aplicaron 30 mA de corriente 

constante, se mantuvo el corrimiento hasta que el azul de bromofenol llegó a unos 

0.5 cm del final de la placa. Se desconectó el aparato y se sacó el gel. 

7.3.2 Tinción con azul de Coomassie. 

Se colocó el gel en un envase con 50 mL de colorante de trabajo para 

tinción de proteínas y se dejo reposar hora y media. Se elimino el colorante con la 

solución decolorante haciendo los cambios necesarios hasta que se logrará nitidez 

adecuada de las bandas. 

7.3.3 Determinación del peso molecular. 

Para determinar el peso molecular del contenido del FTcal se determinó el 

Rf de cada uno de los marcadores de peso molecular mediante la siguiente 

formula: 

Rf = Distancia de la parte superior del gel a la banda 
Distancia de la parte superior al frente del azul debromofenol 

Se realizó a partir de los valores obtenidos en una gráfica, colocando el valor 

de Rf de cada proteína conocida en el eje de las abscisas y el log de su peso 

molecular en el eje de las ordenadas. Se calculó el peso molecular del contenido 

del FTcal interpolando en la gráfica el valor de Rf correspondiente a la muestra 

problema. 
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7.4 Inducción del tumor. 

Las células de glioma C6 de rata (American Tissue Culture Collection, 

Manassas, MD), cultivadas bajo condiciones de esterilidad en medio mínimo 

esencial suplementado con suero fetal bovino (10%) a 37°C en una aimósfera 

húmeda con 5% de dióxido de carbono. Cuando el cultivo estuvo confluente, las 

células fueron lavadas, dos veces, en solución salina estéril, cosechado y contado 

en un hematocitómetro. El glioma fue inducido en ratas Wistar de 40 días de edad 

por vía subcutánea en el muslo izquierdo con un inóculo de 107 células C6 de 

cultivo. A los 20 días después de la inoculación, los animales desarrollaron un 

tumor. Las ratas fueron sacrificadas, el tumor se disecó y disoció mecánicamente 

a 4°C; una suspensión de 107 células en 500~1 de solución salina se inóculo 

subcutáneamente en el muslo izquierdo de ratas Wistar hembras. Después de 19-

21 días de la implantación se desarrollo un tumor subcutáneo de 2 cm de diámetro 

aproximadamente (Estos fueron los animales utilizados en este estudio.) 

7.4.1Tratamiento con factor de transferencia calostral. 

Las ratas fueron aleatoriamente dividas en 4 grupos según el tratamiento que 

recibieron: testigo o control (n=9) que recibió una sola dosis por vía intratumoral 1 

mL de solución salina, en los tres grupos restantes se inocularon diferentes 1 sola 

vez dosis de FTcal por vía intratumoral como sigue: grupo A:1 mi de FTcal 

concentrado, 0.455mg (n=10), en el grupo B se trato con 1 mi de FTcal diluido 

0.0182mg (n=10) y en el grupo C se inoculo 1 mi de FTcal 0.00455mg (n=8). 

grupo A 1 mL del FTcal concentrado (n=10), en el grupo B se util:zó1 mi FTcal 

diluido 0.455mg (n=10), en el grupo e se inoculó1 mL FTcal 0.0182mg (n=8) . . 

(ver figura 7.4.1 ) 
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7.4.2 Evaluación del crecimiento neoplásico 

Al iniciar el tratamiento se determino el volumen (cm3
) del tumor y después 

semanalmente hasta la tercera semana, mediante la fórmula 6/7t X L X W X H 

descrita por Tamayko y Reynolds en 1989 donde L= largo; H= alto y W= ancho. 

Las mediciones fueron realizadas por la misma persona. 

7.4.3 Análisis estadístico. 

Los resultados de volumen tumoral fueron analizados con el método de 

ANOVA para medidas repetidas con la ayuda del programa de computación 

SPSS (ver 10.0 para Windows). 

7.5 Determinación de la actividad biológica del FTcal producción del 

factor inhibidor de leucocitos (UF). 

Cuando ocurre el contacto entre el antígeno y el linfocito sensibilizado éste se 

activa iniciándose una serie de cambios metabólicos. 

Uno de los resultados de dicha activación es la producción y liberación de 

citocinas, responsables de varias actividades biológicas que se pueden determinar 

in vitro. (Murillo,1986) 

Los linfocitos T provenientes de sangre periférica son capaces de producir el 

factor de inhibición de la migración de macrófagos o leucocitos polimorfonucleares, 

estos factores impiden que los leucocitos y macrófagos continúen migrando y 

además los mantienen en el área cercana al linfocito T que reconoció al antígeno. 

El factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) es diferente al inhibidor de 

la migración de leucocitos (UF). (Roj8s-Espinosa 2001) 

La determinación in vitro de estos factores se considera como correlación de 

hipersensibilidad retardada. Ósea que cuando un antígeno se pone en contacto con 

los linfocitos de un animal y estos sintetizan LlF, se da por hecho que el animal ha 

tenido contacto previo con el antígeno usado y desarrolló una respuesta inmune 
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celular. De esta manera la prueba de UF es una alternativa a la prueba de 

intradermorreación. (Rojas-Espinosa,2001) 

Todo el procedimiento se llevó a cabo en condiciones de esterilidad. Se 

extrajo sangre periférica de cada uno de los animales de experimentación (ratas y 

vacas) , a la sangre se le agregaron 2 mL de gelatina al 3%, se agitó y se dejo 

reposar una hora a 37° C, en un ángulo de 45°. Se transfirió el plasma a un tubo 

estéril de 15 x 100 mm con tapón de rosca; se centrifugo a 250g durante 10 min, se 

lavó dos veces con solución de Alsever, centrifugando en cada lavada. Se 

resuspendió el ultimo sedimento en 1 mL de medio de cultivo MEM. Se llenaron los 

capilares con la solución anterior hasta % partes, se sellaron a la flama del mechero 

por el extremo vacío. Se centrifugaron a 250g durante 3 min, para obtener el 

paquete celular. Se cortó cada capilar en la interfase células-sobrenadante y se 

colocaron dos capilares por cámara de Bloom en posición V, fijándolos con silicón, 

de forma tal que las áreas de migración no se mezclaron. Se cubrió cada cámara 

con cubreobjetos y se sello con parafina. Posteriormente se llenaron las cámaras 

por los orificios superiores, una solo con medio MEM (testigo) , otra se llenó con 0.1 

mL de antígeno PPO (testigo positivo), otra se llenó con 0.1 mL de FTcal (problema 

1) Y otra con 0.1 mL de antígeno de glioma (problema 2). Finalmente se llenaron 

completamente con medio MEM, se sellaron los orificios superiores con parafina y 

se incubaron en posición horizontal, a 37° C por 24 horas. Para determinar el 

resultado, se midió el área de migración a las 24 horas, esto proyectando las 

sombras de las migraciones sobre papel usando un proyector; se recortaron , se 

pesaron en balanza analítica y se calculó el índice de migración; si este fue menor 

de 0.8 nos indicó que hubo producción de LlF, y si fue mayor de 0.8 nos indicó que 

no hubo producción de LlF. (ver figUra 7.5.1) 

índice de migración = Peso promedio de las áreas de migración con Ag 

Peso promedio de las áreas de migración sin Ag 
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7.6 Prueba de DTH (delayed type hypersensitivity) para determinar la 

transferencia de inmunidad así como la especificidad del Factor de 

transferencia calostral. 

Se utilizaron 60 ratones 8alb C machos los cuales fueron divididos en 5 

grupos, cada grupo fue inmunizado con 100111 del tratamiento correspondiente a 

cada grupo y estos fueron retados con 7.8 Ilg dei antígeno de glioma C6 en la pata 

izquierda y 20111 de solución salina. Y las patas se midieron a las 24 y 48 horas 

como lo indica el siguiente cuadro: 

I 
Grupo 100~1 I Di. de inmunizacio'l RETO 

I 

24 Y 48 horas 

1) Control SS. Miden las patas Pata izquierda con Lectura dei grosor del 

derecha e izquierda 20~1 del ag de cojinete plantar 
2) Control FT tb 

izquierdo con ag de glioma C6 (7 . 8~g) y 

3) FTcal concentrado 20~1 de SS en la glioma C6 y de la pata 

pata derecha derecha con SS 

4) FTcal O.OO45mg/ml 

5) FTcal 

O.OOO45mg/ml 

. . 
Cuadro 7.6 .1.1 Prueba de DTH (delayed type hypersensitlvlty) para determmar la transferencia 

de inmunidad así como la especificidad del FTcal. 



7.6.1 Análisis Estadístico. 

Los resultados fueron analizados con la prueba una prueba de t de student, con la 

ayuda del programa sigma stat software versión 2.0. 

Capitulo 8. RESULTADOS 

8.1 Determinación de proteínas. 

La tabla 8.1.1, muestra que todas las pruebas fueron positivas para las 

diferentes muestras analizadas, lo que confirma la existencia de proteínas y de 

que existen estructuras con enlaces peptídicos, este enlace es propio de la 

molécula del FTcal, lo que confirma su presencia en las diferentes muestras 

analizadas. 

8.2 Método Bradford 

En la determinación cuantitativa los resultados de la tabla 8.2.1 muestran que 

el mayor contenido de proteínas fue cuando el calostro aún no se sometía a 

ningún tratamiento, esto se explica basándose en que el producto como tal tiene 

gran cantidad de caseína y otras proteínas, la cantidad de proteínas disminuyó 

posteriormente cuando fue tratado a través de los ciclos de centrifugación ya que 

el objetivo de estos ciclos fue eliminar la caseína, así como otros componentes 

que no fueron de interés. La fracción dializada disminuyó en gran cantidad en el 

contenido de proteínas, pero aquí aseguramos que tenemos el FTcal, en el agua 

de diálisis tiene un peso de menos de 6 kDa. El objetivo principal de la liofilización 

fue el de concentrar el FTcal, objetivo que se observa fue cumplido. 
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8.3 Determinación de la actividad biológica del FTcal (UF) 

Respecto a la determinación de la actividad biológica, los resultados de la 

tabla 8.3.1 muestran que las células leucocitarias de un individuo sin inmunidad 

celular al glioma C6, no producen UF, aún en presencia del antígeno, ocurriendo 

así la libre migración de las células; pero en presencia del antígeno, las células de 

un individuo que ya ha tenido contacto con el antígeno producen UF, y este inhibe 

la migración de los leucocitos; en este caso el FTcal fue capaz de inducir la 

producción de UF en las células de vaca y de rata que no habían estado en 

contacto con el glioma C6, favoreciendo así una respuesta inmune celular. 

8.4 Presencia de péptidos de bajo peso molecular en Electroforesis en 

gel de acrilamida 12% - SOS. 

Se sometieron dos muestras de FTcal a electroforesis en gel de acrilamida, 

una muestra concentrada y otra dializada solamente. En la figura 8.4: 1 se 

muestran fotografías del gel obtenido; se observa una banda provenientes de 

ambas muestras corresponden a un peso molecular de alrededor de 5 kDa. 

8.4.1 Determinación del peso molecular del contenido del FTcal 

Para poder determinar el peso molecular del contenido del FTcal se realizó 

una curva tipo de lag del peso molecular contra el valor de Rf de cada banda del 

marcador de peso molecular; esta curva tipo se muestra en la gíafica 8.4.1.1. Se 

observa adecuada linealidad de la curva tipo obtenida. Extrapolando el Rf de la 

banda de cada una de las muestras del FTcal se obtuvo como valor de peso 

molecular 4.9148 kDa. 

8.5 Evaluación del volumen del Glioma CG. 

Se formaron aleatoriamente 4 grupos de ratas con un tumor subcutáneo de 2 

cm de diámetro,fueron dividas según el tratamiento que recibieron : testigo o 
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control (n=9), grupo A: FTcal 0.455mg (n=10), en el grupo B: FTcal di luido 

0.0182mg (n=10) y grupo C: FTcal 0.00455mg (n=8). 

En la gráfica 8.5.1 se observa diferencia estadísticamente significativa en la 

cinética de crecimiento del glioma C6 entre ¡os grupos tratados con ¡as diferentes 

concentraciones de FTcal (0.455mg, 0.0182mg y 0.00455mg) cuando se 

comparan con el grupo control (p<0.03, p<0.02 y p<0.01 respectivamente) . Entre 

tratamientos de FTcal no se observa diferencia estadísticamente significativa. 

8.6 Evaluación de la OTH para medir la Transferencia de inmunidad así 

como la especificidad. 

En la graficas 8.5.2 se puede observar las diferencia estadísticamente 

significativas en la transferencia de inmunidad de una especie a otra con el grupo 

trata.do con FTcal concentrado (p<0.001), FTcal 0.00455mg/ml (p<0.001), y FTcal 

0.00045mg/ml (p<0.001 ).Si lo comparamos con el grupo control tratado con 

solución salina fisiológica podemos determinar que los ratones no habían estado 

en contacto con el antígeno de Glioma C6 ya que los resultados de este grupo no 

fueron significativos como tampoco lo fue el grupo tratado con Factor de 

Transferencia especifico para tuberculosis lo cual marca la especificidad del FTcal 

para Glioma C6. 
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Prueba 

Muestra Biuret Ninhidrina 

Calostro sin tratamiento + + 

Calostro centrifugado + + 

Dializado + + 

Dializado liofilizado (FTcai) + + 

Tabla 8.1.1 Muestra los resultados de las pruebas de determinación cualitativa de 

proteínas por la prueba de Biuret y Ninhidrina, para las diferentes muestras tratadas. 

+ = prueba positiva . - = prueba negativa. 
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Muestra mg/mL de proteína 1 
n 

- :1 Calostro sin tratamiento 5.7 1I 

JI 
Calostro centrífugado 5 

I 
Dializado 0.36 i 

! 

Dializado liofilizado (FTcal) 0.4550 J 

Tabla 8.2.1. Muestra los resultados de las pruebas de determinación cuantitativa de 
proteínas por el método de Bradford. para las diferentes muestras tratadas. La . 
concentración se representa en mg/mL de proteína. 
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• 

Muestra ! Glioma C6 1 -
Rata sin tumor 0.94 

, 
Rata con tumor 0.40 

Resultado 1I 

~ Dia!izado liofilizado (FTcal) j 
.J ._- .0- 0- -- 0:63 - - -JI 

• • • • _ .0 _ . = 

0.54 

Vaca sin inmunizada 0.90 0.57 

Vaca inmunizada 0.47 0.27 

Tabla 8.3.1 Muestra los resultados de la prueba la determinación del factor de 

inhibición de la migración de leucocitos (UF) , para las diferentes muestras 

tratadas, los resultados fueron analizados cont de student obteniendo resultados 

estadísticamente significativos en las ratas (p<O.017) yen las vacas (p<Ü.012) 

Nota: Los números en negro representan los valores positivos a la prueba de UF lo 
que indica que los leucocitos han sido activados para producir UF y favorecer una 

respuesta inmune celular 
Se considera positivo si el índice de migración es menor a O.8gr por lo tanto los 

valores menores a esto son negativos, los leucocitos no producen UF 
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Figura 8.4.1 Muestra los resultados de la prueba de determinación de péptidos de bajo 

peso molecular. Se puede observar una banda del FTcal que corresponde a un peso 

molecular de alrededor de 5kDa 
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I Curva tipo de Peso molecular I 
1

I 

1.6 ----~-.: - ----------- -------L:-=~F;º;~~~l~-~.-: • 
1.4 , I 

~ 1.2 ~~ I 

E 0.8 +---------------~--~~ .• ~-------------------- i 
~ ~ 
~ 0.6 +---------______________ ::'!oo,...--~-.--------------

~ 0.4+-----------~--------------~~~--------~ 

0.2 +----------------~""",--------' 

O +----------,---------.----------r--~·~~ 
O 0.2 0.4 

Rf 

0.6 0.8 

Gráfica 8.4.1.1 Curva obtenida para la determinación del peso molecular del factor de 

transferencia calostral . 

Peso molecular del 

contenido del FTcal 
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mi CONTROL m FT0.455mg rn FT O.0182mg m FTO.00455mg 

Figura 8.5.1 Se muestra la comparación del volumen medio del tumor +EE en ratas 

Wistar con diferentes tratamientos de FTcal. Se puede apreciar la reducción en el 

volumen tumoral después del tratamiento con FTcal con respecto al grupo testigo. La 

cinética de crecimiento muestra diferencia estadísticamente significativa entre el grupo 

control y los grupos tratados con FTcal (p<O.03, p<O.02 y p<O.01 respectivamente). Entre 

tratamientos de FTcal no hay diferencia estadísticamente significativa. 
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Prueba de DTH para FTcal 

Ftca10.00045mg 
I 

o FTca10.0045mg 
..... 
e 
Q) 

·E 
(1J Ftcal eone ..... 

I 
¡ 

lO Ag g'iom~ll 
rnSS 1I 

~ ..... 

CONTROL 

1 

I 
CONTROL 

ESPECIFICIDAD I 

L 
O 50 100 150 

micras 

200 

Figura 8.5.1 Se muestra el aumento del grosor del cojinete plantar en donde se 

puede observar el aumento en el grosor del cojinete después del tratamiento con FT cal 

con respecto al grupo control. La transferencia de inmunidad de una especie a otra. 

muestra una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos tratados con FTcal 

concentrado (pLO.001), FTcal O.00455mg/ml (pLO.001) y FTcal O.000455mg/ml 

(pLO.001) y el grupo control. Así como la especificidad del rTcal ya que el grupo control 

tratado con FTtb no muestra diferencia estadísticamente significativa. 
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Capitulo 9 Discusión. 

9.1 Estandarización de la metodología para la obtención y purificación 

del Factor de Transferencia calostral (FTcal). 

El calostro es la secreción presente en la glándula maman a durante las 

primeras horas después del parto; es rico en inmunoglobulinas y céiulas como 

linfocitos T, linfocitos B y macrófagos (Wilson,1988). Contiene 3.6% de ·grasa 

14.2% de proteínas entre las que se encuentra la caseína que es la principai 

proteína que ocupa el 5.2%, vitaminas y minerales proporcionándole al becerro los 

nutrientes que requiere (Quiroz,1998). Además la madre le transfiere al becerro 

una inmunidad tanto humoral por medio de los anticuerpos y un inmunidad de tipo 

celular por medio de las células y otros factores solubles como el Factor de 

transferencia el cual se encuentra en gran cantidad en el calostro y se cree que 

puede ayudar o inducir a las células T favoreciendo la respuesta inmune. 

Conociendo esto podemos considerar que el calostro es una fuente para la 

obtención de Factor de transferencia el cual se . encuentra 1000 veces más 

concentrado comparado con el FT obtenido a partir de sangre periférica y órganos 

linfoides (Wilson 1988) sin descartar: la gran cantidad de mililitros de FTcal 

obtenidos por vaca. Además de obtener un FTcal especifico por medio de la 

exposición o inmunización del antígeno a la vaca durante el tiempo de gestación. 

En este trabajo se estandarizo la metodología para la obtención y 

purificación del FTcal , utilizando la ultra centrifugación con el objetivo de separar 

células , grasas, proteínas, componentes principales del calostro sin afectar el FT. 

Las ultra centrifugaciones iban desde 3500-12000rpm en un periodo de tiempo de 

15min a 1 hora a una temperatura de 40C por litro de calostro señalando que por 

vaca obtuvimos 15 litros de calostro durante las primeras 72hr después del parto. 

Fue posible su purificación y por medio de diálisis utilizando una membrana 

con un punto de corte de 10 kDa; posteriormente se liofilizo, para lograrlo se 
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estandarizo !a temper;:¡tura y el tiempo de - liofilizado para una adecuada 

concentración del Factor de Transferencia así como la eliminación de agua. 

9.2 Determinación de proteinas_ 

El FT es de origen polipeptídico (Kirkpatrick, 1993) por esto se evaluó la 

existencia de estos péptidos por pruebas de Ninhidrina y Biuret con el fin de 

corroborar la presencia del FTcal en cada uno de los pasos de purificación así 

como en el producto final. En la tabla 8.1.1 se pudo observar que cada una de las 

muestras se obtuvieron resultados positivos por lo tanto hasta este momento se 

supuso que en las muestras estaba el Factor de Transferencia ya que existía el 

temor de perder nuestro producto al ser tratado por los diferentes métodos. 

Para obtener resultados más precisos se realizo una prueba cuantitativa por 

ei método de Bradford para corroborar la presencia de los péptidos además de 

conocer la cantidad de proteína. Kirkpatrick en el año 2000 pudo secuenciar una 

región conservada del Factor de transferencia en la cual se observaban algunos 

aminoácidos entre los cuales estaba la tirosina conociendo ya de antemano que la 

tirosina pose un anillo fenolico esta prueba es capaz de indicar la presencia de 

compuestos fenolicos y enlaces peptídicos esto nos ayuda a creer que estaba 

presente el Factor de Transferencia en cada muestra. (Murilla,1986) en la Tabla 

8.2.1 se observó que la cantidad de proteína variaba en cada muestra según el 

tratamiento, en el calostro la cantidad de proteína es mayor ya que la principal 

proteína del calostro era la caseína cuya estructura globular y su peso molecular 

facilitaba su separación, si la comparamos con el calostro que ya fue 

ultarcentrifugado nos hace pensar que posiblemente esta proteína y otras de alto 

peso molecular son eliminadas -por la ultracentrifugación ,conforme avanza en el 

proceso la muestra la cantidad de proteína total es menor, en la muestra dializada 

la proteína disminuyó aun más por el punto de corte de la membrana que solo 

permitió el paso -de moléculas menores a 1 O,OOOdaltons lo que significaba que en el 

45 



producto final se podría encontrar, algunas hormonas o moléculas cuyo peso 

molecular era menor a 10,OOdaltons, además es probable que se encontraran 

diferentes factores de transferencia dependiendo de la experiencia inmunológica de 

la vaca, entre ellos contra las células del glioma e6. Finalmente cuando se le retiró 

agua al producto por medio de la liofilización, se incremento la cantidad de proteína, 

debido a que el producto se concentro. 

9.3 Presencia de péptidos de bajo peso molecular, por técnica de 

electroforesis en gel de poliacrilamida. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida SOS es una técnica de separación 

de proteínas y polipéptidos de alta resolución. En los geles se utilizo un gel al 18% 

ya que en el gel de poliacrilamida el tamaño molecular es determinante para sus 

separación y está determinado por la concentración total de monomeros 

(acrilamida, bis-acrilamida) y el porcentaje que representa la bis-acrilamida del total 

de monómeros. Considerando lo anterior puede entenderse que la movilidad de la 

molécula a través del gel depende tanto del tamaño de la molécula como de los 

poros a través de los cuales debe pasar. Esto se conoce como efecto de filtración y 

permite que se incremente la resolución del método. Si el tamaño de los poros del 

gel tiene un diámetro menor que el de la molécula, no importa la carga eléctrica de 

la misma o la fuerza eléctrica del campo, sencillamente la molécula no se mueve 

(Anthony 8 Andrews, 1981). Además en este tipo de geles el número de bandas 

observadas sobre el gel representa el número mínimo de moléculas que pueden 

estar presentes en la muestra y la detección de una banda significa que la muestra 

esta en altas concentraciones (Anthony 8 Andrews, 1981). Debido a la alta 

sensibilidad de la prueba; Utilizando tinción de azul de Coomasie es posible 

identificar concentraciones de proteínas del orden de IJ.g (Towbins y cols,1979). En 

las figura 8.4.1 se observa la determinación de péptidos de bajo peso molecular 

donde se observo una banda de bajo peso molecular alrededor de 5kDa tanto el 

FTcal concentrado como el dializado lo que indico que posiblemente tenemos 

moléculas de FTcal similar a lo ya publicado de que el peso molecular del Factor de 
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Transferencia es de 5kDa (Kirkpatrick 1993) Estos resultados indican que la 

metodología empleada para su obtención y purificación del FTcal posiblemente fue 

la adecuada, considerando que en nuestro país no se ha producido Factor de 

Transferencia a partir del calostro, además que hasta el día de hoy no se a han 

publicado ensayos de electroforesis convencional de Factor de Transferencia 

obtenido de sangre periférica el cual es activo a concentraciones del orden de 

femtomoles (10-15 moles). (Rojas-Espinosa,2001). Se pudo obtener un . gel con 

bandas de FTcal ya que se cree que esta 1000 veces más concentrado en ei 

calostro, lo que facilita su detección por métodos convencionales(Wilson, 1998) 

9.4 Determinación de la actividad biológica in vitro del Factor de 

Transferencia cal astral . 

Durante algún tiempo se utilizo la prueba de UF como una prueba rutinaria 

para medir la inmunidad celular de un individuo. Se descubrió que los esplenocitos 

de los cobayos con tuberculosis estimulados in vitro con antígeno (tuberculina o 

PPD) producía un factor capaz de inhibir la migración de los macrofagos , también 

de cobayo (Rojas-Espinosa, 2001). A este factor se le llamo MIF (macrophage 

inhibitory factor) y S8 diseñaron pruebas para medirlo, incluyendo una para trabajar 

con leucocitos de sangre periférica que es la ilamada prueba de UF. Las células en 

esta prueba que no reciben estímulo antigénico migran fuera del capilar ocupando 

un área circular más extensa (Rojas-Espinosa,2001). En presencia del antígeno se 

activan un conjunto de citocinas tales como IL-1,IL-6,IL-8,IL-12,TNFa,IL-2, INFy y al 

resultado de esta actividad en la actualidad se le denomina MIF y UF cuyo 

propósito es impedir que tanto los macrófagos como los leucocitos migren y en 

estas circunstancias las células permanecen dentro del capilar o exhiben una 

pequeña migración marginal ( Rojas-Espinosa,2001). Sin embargo, estas pruebas 

han dejado de usarse en la actualidad como técnicas de evaluación de la respuesta 

celular del individuo, excepto cuando se trata de medir la capacidad de respuesta 

celular contra antígenos virales potencialmente peligrosos y tumorales, en este 

trabajo se utilizó y se puedo observar en la tabla 8.3.1 que el FTcal fue capaz de 
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inducir la producción de LlF(citocinas que inhiben ta migración leucocitaria 

favoreciendo la respuesta inmune contra el antígeno) en células de vacas y de ratas 

que no habían tenido contacto previo con glioma C6 favoreciendo la respuesta 

celular, ya que posiblemente el Factor actué como un antígeno que activa a las 

células para iniciar una respuesta inmune celular por lo tanto podemos quizá 

comprobar que el FTcal actúa como imnmunoestimulante.(Pizza,1999; Estrada y 

cols,1999). 

9.5 Prueba de DTH (delayed type hypersensitivity) para determinar la 

transferencia de inmunidad así como la especificidad del FTcal. 

La hipersensibilidad de tipo tardía es una forma de reacción inmunitaria 

mediada por células en la que la célula efectora fin~1 es el " macrófago, la 

erradicación de algunos microorganismos como micobacterias, requiere de la 

estimulación de la función microbicida de los fagocitos por la citocinas producidas 

por las células T. La misma secuencia de activación de la célula T y el macrófago 

puede ser desencadenada por antígenos proteicos solubles o haptenos 

químicamente reactivos. En esta situación, como en la defensa del huésped, la " 

activación del macrófago puede causar la lesión tisular. Si el antígeno no es un 

microorganismo, las reacciones de OTH producen lesión tisular sin "que 

proporcionen una función protectora de ahí ei termino de "hipersensibilidad" 

(Abbas,1995) 

En este trabajo realizamos la prueba de OTH ya que es una prueba usada 

comúnmente para medir la transferencia de inmunidad del Factor de Transferencia 

así como la especificidad varios investigadores del Factor de Transferencia como 

en 1940 Landsteiner y Chanse, 1950 Lawrence, Papaport en 1960, Levin en 1970, 

Levin en 1973, Fudenberg y Pizza en 1993 y Kirkpatrick en 1993,1997 y el año 

2000. Utilizan la prueba de OTH como una prueba básica para medir la propiedad 

principal del FT que es la transferencia de Inmunidad. Al realizar esta prueba 

pudimos ver que el FTcal es biológicamente activo en la transferencia de una 
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respuesta inmune celular. Lo anterior queda demostrado en la grafica 8.6.1 donde 

se observa que el grupo transferido con FTcal concentrado, diluido O.0045mg/ml y 

O.00045mg/ml muestran un incremento en el grosor de su cojinete plantar en 

comparación con la basal. Para los tres grupos la diferencia fue estadfsticamente 

significativa por lo que deducimos que dentro de los componentes del FT cal se 

encuentran moléculas que transfieren DTH, la respuesta de DTH característica en 

esta prueba posiblemente se desarrolla en 24 a 48 horas, creyendo que en las 

primeras horas después de la inyección del antígeno, los neutrofilos se acumulan 

alrededor de las vénulas postcapilares en el lugar de la inyección. El infiltrado de 

neutrófilos rápidamente desaparecen y a las 12 horas aproxidamente el lugar de la 

inyección aparece infiltrado por células T y monocitos sanguíneos, las células 

endoteliales que revisten estas vénulas se hinchan , aumentan la biosínlesis de 

organelos y se vuelven permeables a las macromoléculas plasmáticas. El 

fibrinogeno sale de los vasos sanguíneos hacia los tejidos vecinos, donde se 

transforman en fibrina. El deposito de fibrina y, en menor medida, la acumulación de 

células T y monocitos dentro del espacio extravascular alrededor del punto de 

inyección, hace que el tejido se hinche y se vuelva duro, la induración típica de DTH 

(Abbas,1995) 

Por medio de esta prueba deducimos también que el FTcal es especifico ya 

que al comparar el grupo tratado con Factor de transferencia especifico para 

tuberculosis y el grupo tratado con el FTcal específico para glioma C6 de rata los 

resultados del primer grupo no fueron estadísticamente significativo lo cual da la 

posibilidad de que el FTcal que obtuvimos en la metodología es específico para el 

antígeno de glioma C6 de rata, por nos hace pensar que en un futuro puede el 

extracto ser utilizado en el tratamiento para pacientes con glioblastoma multiforme 
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9.6 Determinación de la actividad biológica in vivo del Factor de 

transferencia calostral evaluando la disminución del volumen dei 

Glioma C6. 

Ensayos anteriores a este se encontró que la vía de administración más 

adecuada del Factor de Transferencia es la intratumoral , comparada con la oral y 

la subcutanea (Pineda, · 2002), por esta vía se optimiza la distribución y 

biodisponibilidad mediante la reducción de la exposición sistémica alargando la 

duración de la exposición del FT cal además que se obtiene una mayoí 

concentración del FTcal en las células blanco (Walter y col,1995). En el caso de 

las neoplasias cerebrales los factores a considerar son más complejos; además de 

la heterogeneidad de las células tumorales, el acceso al tumor es limitado. La 

administración intratumoral puede ir acompañada de sustancias de liberación 

prolongada o tecnología de infusión constante para mantener las concentraciones 

elevadas del fármaco durante periodos prolongados, así como el uso de 

braquiterapia esterreotaxica involucrando la colocación exacta del fármaco dentro 

del tumor sin riesgos sobre el tejido normal· (Grosssman y col ,1987; Waltery col , 

1995). En cuanto a la dosis es difícil compararla con otros ensayos ya que no se 

han reportado el uso de Factor de transferencia calostral en neoplasias del SNC 

donde se hayan realizado estudios de efecto dosis-respuesta; además el Factor 

de transferencia obtenido de otras fuentes como la sangre se determina por el 

número de células 4X10 8 células y se conoce como unidad Internacional (UI) . en 

este caso no es posible utilizarla debido a que en el calostro el Factor se 

encuentra soluble, por lo tanto se utilizaron diluciones de manera arbitraria para 

determinar su actividad aunque se ha observado que la dosificación es importante 

para evitar bloquear el efecto. En la gráfica 8.5.1 podemos observar que entre las 

diferentes diluciones utilizadas del Factor de transferencia calostral (concentrado y 

diluido 0.0182mg y 0.00455mg), el volumen del tumor se redujo de una manera 

significativa comparada con el grupo control. Si se considera que el volumen 

inicial del tumor era de 2cm en cada grupo fue impresionante observar como en el 

grupo control cada 7 días el tumor fue capaz de triplicar o más el tamaño del tumor 
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por lo cual no indicó que las células tumorales se multiplican rápidamente: al grado 

de rebasar el tamaño del animal esto no ocurrió con lo · grupos tratados 

posiblemente es debido a que el FTcal modula la respuesta inmune activando a 

las células mediadoras de la respuesta inmune celular, (células Thí CD4+ y 

células CD8+ citotóxicas) y humoral (th2 CD4, y linfocitos B) además de favorecer 

la secreción de citocinas proinflamatorias y la expresión normal de moléculas 

coestimuladoras tanto en las células presentadoras de antigeno APC o en células 

citotóxicas CD4,CD8 y NK , la inmunidad mediada por células juega un papel 

importante en el control de la proliferación de células tumorales (Pizza y col, 

1993). incrementa la apoptosis, favorece la actividad lítica del complemento ( en 

presencia de anticuerpos) por la citoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

(ADCC) ejercida por células NK, macrófagos y neutrofilos ; por la citoxicidad 

ejercida por linfocitos T y células NK y macrófagos activados con INFy y por efecto 

de factores tumorales alfa y beta (TNFa y TNFP).(Abbas,1995) Es por esto la 

importancia del Factor de Transferencia como inmunomodulador. 

En un ensayo previo utilizando Factor de transferencia de sangre de cerdo contra 

glioma C6 se confirmo lo anteriormente mencionado ya que se observo un 

incremento de apoptosis, así como el aumento en las subpoblaciones de células 

CD2+, CD4+ y CD8 y NK así como la expresión de citocinas como IL-2, INFy, 

TNFa, MIP-1a en ratones tratados con Factor de transferencia (pineda 2001) 

Debemos considerar que la inmunoterapia del Factor de Transferencia no es la 

única opción sino que la combinación del FTcal con otros agentes antineoplásicos 

posiblemente logre ayudar a mejorar el pronostico de vida de los pacientes con 

GBM así como la cal idad de vida de los mismos(Kito y Yokota 2002) . 
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Conclusiones. 

• La metodología empleada para la obtención de FTcal fue la adecu0da. 

• El FTcal tiene una concentración de proteína de 03513 a 0.455mg/m!. 

• El FTcal induce la producción de UF. 

• El FTcal transfiere inmunidad de una especie a otra 

• El FTcal es especifico para glioma C6 de rata. 

• Por método de electroforesis en gel de aCíilamida al 18% se encuentran 

péptidos de bajo peso molecular alrededor de 5kDa. 

• El FTcal induce la reducción del crecimiento tumoral del Glioma C6 de rata . 
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