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RESUMEN 
 
ANTECEDENTES 

La población mexicana presenta una alta prevalencia de infecciones recurrentes de 

vías respiratorias altas (IRVRA). Sin  aun conocerse el efecto de Ribovac® sobre la 

activación de varias células inmunocompetentes, ni se ha relacionado esto con la 

respuesta de citocinas proinflamatorias importantes para potenciar la acción 

citotóxica de estas células así como su activación. 

OBJETIVOS 

Caracterizar el efecto de Ribovac® en la activación de células mononucleadas, así 

como la expresión de interleucina-6 (IL-6) por estas células. 

MATERIAL Y MÉTODOS  

 La expresión de IL-6 de células mononucleadas en cultivo, se midió a 

concentraciones y tiempos variables por la técnica de ELISA, mientras que el efecto 

de Ribovac® en poblaciones de células mononucleadas fue analizado mediante la 

medición de  marcadores de activación temprana y tardía por citometría de flujo.  

RESULTADOS 

Ribovac® tiene un efecto dependiente de dosis y tiempo de exposición en la 

expresión de IL-6 por células mononucleadas, las concentraciones de IL-6 fueron 

máximas a las 6 horas de tratamiento con Ribovac®. Asimismo, Ribovac®, tiene 

efecto en la expresión de marcadores de activación tardíos, en células 

mononucleadas, no se encontraron cambios estadísticamente significativos en la 

expresión  de marcadores de activación temprana como lo es CD25 y CD71; lo cual 

podría estar relacionado con el hecho de que las células no se encuentran en estado 

de proliferación. Por el contrario, se encontraron cambios a las 72 horas en la 

expresión de los marcadores CD3 y CD19 de células mononucleadas y en la 

coexpresión de CD3 y CD45 con 125 g/ml de Ribovac®. 

CONCLUSIONES 

Estos resultados sugieren que  Ribovac® induce la expansión de poblaciones de 

linfocitos, en particular células B a las 72 horas, no se apreció un aumento en la 
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coexpresión de CD45 y CD19. La expansión de células T es medible en término de 

incrementos de conteos celulares y en la población de células B parece ser más 

importante el cambio hacia fenotipos efectores con mayor capacidad para producir 

anticuerpos.IL-6 tuvo un pico de expresión a las 6 horas de tratamiento y disminuyo 

con el tiempo, lo cual apoya el hecho de una autoregulación dependiente de las 

concentraciones de IL-6  
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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones recurrentes de vías respiratorias altas (IRVRA), representan 

un importante problema de salud con una alta prevalencia en México y el mundo. 

Una de las estrategias que permiten abordar este problema es el uso de 

inmunoestimulantes como una opción muy efectiva ante la creciente tasa de 

resistencia a antibióticos o para aquellos que no responden a este tipo de 

tratamientos, todo esto con la intención de reducir la cantidad de infecciones 

recurrentes de vías respiratorias altas.   

Los Ribosomas bacterianos, son acarreadores naturales de inmunogenicidad 

celular al ser vectores de epítopos que corresponderían a antígenos encontrados en 

la superficie de las bacterias, Youmans y Youmans (1965), demostraron que la 

antigenicidad de los ribosomas es equivalente a la producida directamente en contra 

de la superficie bacteriana, protegiendo al cuerpo contra bacterias casi 1000 veces 

más que la bacteria completa. 

El uso de Ribovac® ha demostrado en estudios de metanalisís su capacidad 

de reducir las IRVRA por medio de la inmunoterapia ribosomal, que consiste en 

administrar un acarreador natural, el ribosoma, que es un vector de epítopos que 

corresponde también al de la superficie bacteriana, para estimular a la respuesta 

inmune adaptativa. 

Ribovac® se compone de, un adjuvante natural que consiste de 

proteoglicanos de membrana (LPG) aislados de Klebsiella pneumoniae y fracciones 

ribosomales provenientes de cuatro cepas comúnmente encontradas en las vías 

respiratorias altas; Diplococcus pneumoniae, Staphylococcus pyogenes, Klebsiella 

pneumoniae y Haemophyllus influenzae. 
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ANTECEDENTES 

RESPUESTA INMUNOLÓGICA 

Los mecanismos de defensa que posee el organismo para controlar la 

agresión y la invasión de agentes infecciosos se han agrupado en tres niveles de 

complejidad creciente: barreras anatómicas, respuesta inmune innata (RII) y 

respuesta inmune adquirida (RIA). En los mamíferos se encuentran estas tres 

formas de defensa contra antígenos. La respuesta del hospedero a patógenos 

depende del sistema inmune (SI). El SI de los vertebrados superiores está 

compuesto por una variedad de células morfológica y funcionalmente diferentes, que 

se diferencian partiendo de células primordiales pluripotenciales. Todos estos tipos 

celulares ejercen funciones diferentes, interaccionando constantemente entre sí. 

Estas relaciones pueden estar mediadas por contacto físico o a través de moléculas 

solubles que ejercen su función en células con receptores específicos (Abbas 2007, 

Roitt 2001).  

 

RESPUESTA INMUNE INNATA 

La RII es un mecanismo inmunológico que se encuentra desde el nacimiento 

en los seres humanos y se presenta aun cuando los patógenos son reconocidos por 

primera vez sin una exposición previa y sin cambiar de intensidad respecto a las 

exposiciones posteriores. Además, desempeña funciones importantes en la 

inducción de la respuesta inmune adquirida (Roitt 2001). 

La RII presenta elementos esenciales como:  

 1) Barreras físicas y químicas: epitelios y sustancias antimicrobianas como 

los péptidos naturales antimicrobianos (PNA) producidos en la superficie epitelial. 

2) Proteínas sanguíneas: entre las que se incluyen miembros del sistema del 

complemento y mediadores de la inflamación. 

 3) Células fagocíticas y otros leucocitos tales como las células asesinas  

naturales (NK) y las células T no restringidas por el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC). 
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Lo anterior representa la primera línea de defensa para responder a la 

invasión de microorganismos en el cuerpo, por lo que la patogenicidad de estos 

últimos se relaciona en parte a la capacidad de resistir a los mecanismos de la 

inmunidad innata (Abbas 2002). La inmunidad innata tiene la capacidad de 

discriminar un microorganismo de otro, aunque su función poco especifica, no 

genera memoria inmunológica frente a la mayoría de los agentes infecciosos (Abbas 

2002). 

 

RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA 

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla cuando los agentes infecciosos 

no son eliminados por los mecanismos innatos de defensa y se induce debido a la 

presencia excesiva de antígenos y es efectiva después de varios días, tiempo que 

es requerido para que los linfocitos T y B reconozcan a dichos antígenos, se 

diferencien y se conviertan en células efectoras. (Roitt 2001, Abbas 2002).  

La RIA presenta varias características distintivas como son: en comparación 

con la RII, la RIA representa una resistencia mucho más evolucionada, es estimulada 

después de la exposición a agentes infecciosos, cuya intensidad y capacidad defensiva 

aumenta después del último encuentro con un microorganismo en particular. Para ello la RIA 

consta de linfocitos B, T y sus productos entre ellos los anticuerpos, con las siguientes 

características: 

1) Especificidad. 

2) Especialización, que les permite responder de forma singular a distintos 

tipos de microorganismos (complejidad) a través de reconocimiento de receptores y 

ligandos específicos. 

3) Su capacidad para recordar y responder con más fuerza, a los encuentros 

siguientes con el mismo microorganismo (memoria). 

4) Su multifactorialidad; la respuesta inmune depende de múltiples factores, 

tanto del agente biológico que la origina como del hospedero que responde, el tipo, 

virulencia, cantidad o dosis del agente agresor y su vía de penetración pueden 

generar varios tipos de respuestas; pero también la edad y la conformación genética 

del hospedero pueden ser elementos determinantes. 
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5) Su autolimitación; todas las respuestas inmunitarias normalmente 

disminuyen con el tiempo después de la estimulación con el antígeno. 

6) Discriminación entre lo propio y lo no propio, la falta de respuesta 

inmunológica también se llama tolerancia. La tolerancia frente a los antígenos 

propios (autotolerancia) es mantenida en parte mediante la eliminación de linfocitos 

que expresan receptores específicos para estos antígenos propios y en parte por 

inactivación de los linfocitos que han sido estimulados después de contactar con 

antígenos propios (Roitt 2001). 

 

CÉLULAS DE LA RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA 

Existen dos grandes tipos celulares involucrados en la inmunidad adquirida y 

se requieren una serie de interacciones entre ellas para que se establezcan las 

respuestas inmunes. Las células provienen de una célula precursora linfoide que se 

diferencia en distintas líneas de desarrollo. Una línea se desarrolla en el timo y se 

conoce como linfocito T; La otra se desarrolla en el bazo y se conoce como linfocito 

B. Estos dos tipos celulars se originan en la médula ósea. Las células linfocíticas T y 

B difieren en muchos aspectos funcionales pero comparten una propiedad 

importante de la RIA, son antígeno específicas (Roitt 2001).  

Todos estos componentes en conjunto forman los dos tipos de RIA que se 

conocen como la RIA celular y la RIA humoral y que interactúan en un sentido de 

retroalimentación.  

 

ALGUNAS CONSIDERACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL MENOR 
DE 5 AÑOS 

El desarrollo del sistema inmune es un proceso progresivo desde el período 

del nacimiento hasta la maduración aproximadamente a los 7 años. Durante los 

primeros años de vida los niños pueden presentar infecciones bacterianas 

ocasionales y hasta 6 episodios anuales de infecciones respiratorias altas de 

etiología viral. Estas pueden incrementarse aún más por la asistencia al círculo 

infantil y por la presencia de hermanos mayores que asisten a instituciones infantiles 

o a la escuela. Los niños al nacer presentan una protección que le brinda la madre 
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por la inmuno globulina G (IgG) materna que atraviesa la placenta. Esta IgG materna 

disminuye sus valores entre los 3 y 5 meses, lo cual se conoce como 

hipogammaglobulinemia transitoria del lactante (Maródi L.2006). Al año de edad, la 

inmunoglobulina A (IgA) alcanza solo el 20 % del valor que alcanzan los adultos, 

mientras que la inmunoglobulina M (IgM) a esta edad tiene los mismos valores que 

en la adultez (Robaina 2003). Un aspecto importante es que entre los 18 y 24 meses 

se alcanza la respuesta inmune con capacidad de memoria a antígenos 

polisacáridos, como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b 

(Maródi 2006). Es por esto que las vacunas conjugadas con proteínas permiten 

obtener una respuesta inmune adecuada desde los primeros meses de vida y 

conferir protección para estas infecciones (Robaina 2003). 

Por la alta frecuencia de infecciones respiratorias altas en los primeros años 

de vida este subgrupo de niños pueden beneficiarse mucho con el uso de 

inmunoestimulantes. 

 

TRACTO RESPIRATORIO 

El sistema respiratorio está constituido por las vías respiratorias altas o 

superiores -la nariz y la faringe- y las vías respiratorias bajas o inferiores,  

constituidas por la laringe, la tráquea, los bronquios y los pulmones.  

Las vías aéreas superiores juegan un papel crucial en la fisiología respiratoria. 

Ellas filtran las partículas inhaladas en función de su tamaño, densidad y 

características físicas. Se plantea, en teoría, que las partículas menores a 10 m 

(como la mayoría de los gérmenes patógenos) pueden pasar esta defensa física, lo 

cual no suele ocurrir en condiciones fisiológicas adecuadas. La nasofaringe presenta 

formaciones, como las amígdalas y las adenoides, con capacidad para activar 

mecanismos inmunológicos de defensa. Ellas son parte del sistema linfoide 

defensivo del organismo. Existen otros mecanismos reflejos como el estornudo y la 

tos, que permiten la eliminación de gran cantidad de secreciones y microorganismos 

que se depositan en la nasofaringe. Otro mecanismo de defensa importante lo 

constituye el sistema mucociliar, formado por el epitelio ciliar, que tapiza la vía aérea 

desde la nariz hasta los bronquiolos; y por el moco, que recubre a los cilios y que es 
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secretado por las células caliciformes y las sub-mucosas del epitelio de la vía aérea. 

Los cilios transportan al moco que contiene las partículas inertes o biológicas 

atrapadas hacia la laringe para su deglución, exhalación o expectoración (Tortora 

2002).  

La disfunción de algún componentes del sistema respiratorio, origina una 

disminución del aclaramiento del moco y permite que las bacterias que en él se 

encuentran, prolonguen el tiempo de contacto con el epitelio respiratorio, creándose 

condiciones favorables para la colonización bacteriana de las vías aéreas (Tortora, 

2002). 

 

INFECCIONES RECURRENTES DE VIAS RESPIRATORIAS  

Las infecciones respiratorias agudas constituyen la primera causa de 

consultas médicas y de morbilidad, tanto en los países desarrollados como en los 

países en vías de desarrollo. Los niños menores de 5 años tienen algunas 

características fisiológicas e inmunológicas que los hacen más susceptibles para 

presentar estas infecciones (Álvares Castelló et al. 2008). A pesar que las 

infecciones agudas de las vías respiratorias bajas concentran habitualmente la 

atención por su mayor complejidad, costo del tratamiento y complicaciones, son las 

infecciones de las vías respiratorias altas las que se presentan en mayor número en 

la consulta ambulatoria. Estas últimas representan un importante problema de salud 

por la frecuente asistencia a la consulta médica y emergencias que generan, así 

como por la carga de ansiedad que se genera en los familiares de los niños con 

infecciones respiratorias recurrentes (Robaina-Suárez y Campillo-Molieva 2003). 

De forma habitual, la superficie del epitelio de la orofaringe es colonizado por 

un número limitado de especies bacterianas. Solo las bacterias que poseen sistemas 

específicos de adhesión al epitelio pueden establecer una colonización duradera 

(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, 

Haemophilus influenzae). Otras especies bacterianas como Pseudomona 

aeruginosa, precisan que el epitelio esté previamente dañado para poder adherirse a 

él (Towen 2005, Alvarez MC et al. 2008, Span et al. 2008). El daño al epitelio de las 
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vías respiratorias es favorecido por situaciones como el empleo de antibióticos, las 

enfermedades crónicas debilitantes, la desnutrición, las inmunodeficiencias, la 

exposición a irritantes como el humo del tabaco, así como la deficiencia o inmadurez 

del sistema inmunológico, la deficiencia de hierro, la contaminación ambiental, la 

atopia, entre otros, que suponen una agresión a las defensas de las vías superiores 

y facilitan la colonización crónica, (Broide et al. 2008, Span et al. 2008).  

Las estadísticas del Sector Salud en México muestran que para 2005, las 

Infecciones Recurrentes de vías Respiratorias (IRVRA) representaron la octava 

causa de muerte en niños menores de un año, mientras que en poblaciones de 

niños de 1 a 4 años se encuentra en el lugar 17 de las 20 principales causantes de 

muerte (Hernández-Cadena et al.2007, Maródi, 2006). Aunque en las estadísticas de 

morbilidad del Sector Salud las infecciones de vías respiratorias altas no son la 

principal causa de mortalidad, si lo son en la atención primaria de salud. En los 

umbrales del siglo XXI, los niños de América aún mueren en proporciones 

alarmantes por causas prevenibles con medidas relativamente simples. Más de 140, 

000 niños menores de 5 años mueren anualmente por neumonía en nuestra región; 

cada 8 segundos fallece un niño por infecciones recurrentes de vías respiratorias 

altas (IRVRA) y esto constituye la primera causa de consulta y hospitalización en 

edades pediátricas. Estas cifras por sí solas hacen comprender la necesidad de 

programas para el control de las IRVRA (Robaina-Suárez y Campillo-Molieva 2003). 

Las IRVRA en su mayoría tienen evolución favorable y ayudan a desarrollar el 

sistema inmunológico de los niños, aunque para la familia representan motivo de 

preocupación y ansiedad (Robaina-Suárez y Campillo-Molieva 2003, Álvares 

Castelló et al. 2008). Un paciente tiene infecciones recurrentes cuando presenta una 

mayor frecuencia de infecciones que las correspondientes para su edad y medio 

ambiente. El número de infecciones no establece diferencias entre el desarrollo 

inmune normal y las causas predisponentes o inmunodeficiencias, de modo que es 

fundamental la historia clínica y el examen físico completo que orienten el 

diagnóstico y estudio de cada paciente (Karevold et al. 2006). En muchos niños, la 

repetición de estos procesos no es más que una manifestación de la atopia. Para 

algunos autores, los niños presentan entre 7 y 10 episodios de IRVRA por año, que 
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son en su mayoría, leves y auto limitadas, pero representan un trabajo enorme para 

los servicios de salud (Álvares Castelló et al. 2008, Schilder GM. 2005).  

Un grupo de niños, especialmente los que poseen factores de riesgo, pueden 

cursar hacia una neumonía o una enfermedad más grave, la cual aumenta la 

posibilidad de muerte y requiere atención hospitalaria. Dentro del grupo nosológico 

de IRVRA se pueden enlistar: la otitis media aguda, la amigdalitis y 

faringoamigdalitis, la rinosinusitis  adenoiditis y la sinusitis. Uno de los 

representantes de este tipo de enfermedades es el resfriado común o nasofaringitis 

(rinosinusitis aguda), que se caracteriza por ser una infección viral de la mucosa de 

las vías respiratorias altas (West 2006). 

Los microorganismos vinculados con más frecuencia con las infecciones 

respiratorias son: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y 

Streptococcus pyogenes (Towen 2005, Span et al. 2008). El tratamiento que suele 

administrarse para combatir a estas bacterias es sintomático y de corta duración. El 

resfriado es habitualmente auto diagnosticado y auto atendido. Sin embargo, 

también las IRVRA son mal diagnosticadas por el profesional de la salud y en su 

caso atendidas con antibióticos sin necesidad de estos por lo que el fenómeno de 

resistencia a antibióticos es común (Towen 2005). En los Estados Unidos de Norte 

América se estima una incidencia de 1000 millones de casos de infecciones 

recurrentes de vías respiratorias altas y un gasto total en mil millones de dólares 

(West 2006, Schilder 2005).  

 

PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A PATÓGENOS 

Los Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMP’s) se definen como 

productos moleculares altamente conservados de los microorganismos  patógenos y 

no patógenos que forman partes esenciales en la supervivencia de estos (Jenawey 

1989, Bianchi MB 2007). Los PAMP’s han mostrado ser importantes activadores de 

la Respuesta inmune Innata (RII) y la Respuesta Inmune Adaptativa (RIA) y están 

involucrados en transtornos sistémicos inmunológicos. 
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Algunos tipos de PAMP´s son moléculas como el  lipopolisacárido 

(LPS,producto de bacterias gram-negativas), peptidoglicanos (PGN) y zimosan 

(productos de bacterias gram-positivas y levaduras respectivamente), dinúcleotidos 

de DNA no metilados de citosina y guanina (DNA CpG, originario de bacterias y 

virus) (Banerjee et al. 2004), RNA de cadena doble (producto viral),  flagelina (una 

proteína bacteriana (Uthaisangsook  et al. 2002)), entre otros. Se ha descubierto que 

ciertos receptores de la respuesta inmune innata están íntimamente involucrados en 

el reconocimiento de partes de bacteria o de la bacteria completa (Hoffmann et al. 

1999). El sistema inmune a través del reconocimiento de los PAMPs distingue 

microorganismos propios de los potencialmente infecciosos (Metzhitov et al. 2000).  

Las mutaciones o la perdida de función de estas moléculas pueden ser letales para 

los microorganismos, por lo tanto es esencial mantener una taza de mutación baja, y 

es difícil que alteren su conformación básica; por ultimo estos patrones moleculares 

son invariables entre microorganismos de la misma clase (Janssen 2003). Sin 

embargo, para evitar la detección de estos PAMPs por los macrófagos, algunas 

bacterias modifican su superficie; es el caso de las bacterias gram-negativas que 

alteraran su estructura de LPS durante una infección y evitan su reconocimiento por 

receptores (Rossenberg 2003). Gracias a la caracterización de los mecanismos de 

interacción de los microorganismos y las moléculas y células del sistema inmune, es 

que se han comenzado a utilizar los PAMP´s y otros productos microbianos con la 

intención de modular la respuesta Inmune del humano contra enfermedades, tales 

como las infecciones respiratorias (Bianchi MB 2007). 

 

INMUNOESTIMULACIÓN 

En el año de 1965 se inició el estudio del efecto de las fracciones ribosomales 

en la estimulación inmunológica, con el trabajo de Yumans y Yumans (Yumans 

1965). En la década de los noventa se registró el mayor número de estudios sobre 

extractos de algunas bacterias y su repercusión en la salud de diferentes grupos de 

población (Kim et al.1996, Bellanti et al. 2003).  

La inmunoestimulación es una opción de inmunoterapia antiinfecciosa  

(Michel FB et al. 1978, Bellanti J. et al. 2003, Casale T et al. 2008). Un ejemplo de 

inmunoestimulantes de origen bacteriano son los dinucleotidos no metilados de 
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citocina guanina  (CpG) que han sido utilizados como probióticos y que dentro de 

algunos de sus efectos, han mostrado reducción en el número de eventos de 

enfermedad respiratoria en pacientes (Banerjee B et al. 2004, KIIne,et al. 2007).  

 

RIBOVAC® 

El Ribovac® es un inmunoestimulante ribosomal compuesto de extractos 

ribosomales de cuatro bacterias (Diplococcus pneumoniae, Staphylococcus 

pyogenes, Klebsiella pneumoniae y Haemophyllus influenzae) (Varela et al. 2004) y 

de una cubierta de proteoglicanos (Donnelly et al.1990). Se ha considerado también 

que son adyuvantes naturales los proteoglicanos de membrana, aislados de 

Klebsiella pneumoniae, que están presentes en Ribovac® y que potencian la 

inmunogenicidad de las fracciones ribososmales. Además, los proteoglicanos 

poseen incluso muchas propiedades inmunoestimulantes (Donnelly JJ.1990). 

Ribovac® está diseñado para proteger al organismo de infecciones del oído, nariz, 

garganta o broncopulmonares. 

  Ribovac® se basa en las propiedades inmunogénicas de los ribosomas 

bacterianos (Faure et al. 1990) y las propiedades inmunoestimulantes de las 

fracciones membranales (Michel et al. 1978). Los ribosomas bacterianos son la sede 

principal del poder inmunógeno de la bacteria. (Pauper 1990, Vautel et al. 1993). A 

la fecha, se cuenta con reportes de estudios doble ciego en metanálisis (de la Torre 

et al. 2005), que demuestran la reducción en número y gravedad de infecciones 

respiratorias en pacientes que reciben inmunoterapia ribosomal en el control de 

enfermedades de vías respiratorias altas (de la Torre et al. 2005, Bousquet et 

al.2006, Bousquet y Fiocchi 2006). 

 

INMUNOTERAPIA 

Algunos de los tratamientos potenciales o estrategias para reducir el número y 

costo de las IRVRA se basa en el uso de bacterias y extractos de bacterias para la 

inmunoterapia (Nelson et al. 2005, Akdis 2007), que está teniendo un desarrollo 

importante gracias a descubrimientos en los cuales, las moléculas originarias de los 
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microorganismos pueden ser reconocidas por receptores muy específicos 

expresados en diferentes estirpes celulares (Clot. 1997, Bocaccio, et al. 2002), lo 

que activa rutas de señalización involucradas en la respuesta celular. Esto ha  

generado una nueva era de inmunoterapia, en la que se usan moléculas miméticas 

de sus originales en bacterias (Bocaccio, et al. 2002, Arthur 2003) o se utilizan 

fracciones inmunogénicas derivadas de microorganismos. 

 

RIBOSOMAS BACTERIANOS 

Los ribosomas bacterianos, con ayuda de los proteoglicanos de membrana, 

tienen un efecto inmunoestimulante específico y no específico; actúan en forma 

simultánea sobre diversos sistemas inmunológicos del cuerpo movilizando todas las 

defensas y combatiendo la infección (Michel et al. 1978, Bellanti et al. 2003). Los 

ribosomas son productores naturales de inmunogenicidad celular y son vectores de 

epítopos que corresponderían a antígenos encontrados en la superficie de las 

bacterias (Bellanti et al. 2003). Los ribosomas son altamente conservados a través 

de las especies de microorganismos y por lo tanto es posible que se presente una 

protección cruzada entre diferentes serotipos. 

La antigenicidad de los ribosomas es equivalente a los producidos 

directamente en la superficie bacteriana, protegiendo al cuerpo contra bacterias. Sin 

embargo, su administración ha sido más empírica, ya que sus bases inmunológicas 

y clínicas no han sido muy difundidas. La prevención es decisiva en virtud de la 

importancia de romper los ciclos de contagio en las poblaciones; esto es 

particularmente útil contra microorganismos con altos índices de mutaciones como el 

virus de la influenza; (Quezada 1999).  

En un metaanálisis reciente se calculó el efecto en la reducción del número de 

infecciones respiratorias agudas respecto al grupo con placebo. Sólo D53 

(Ribovac®, Ribomunyl) y OM-85, en México, demostraron tener efecto significativo 

en la reducción del número de infecciones respiratorias agudas (de la Torre et al. 

2005, Paupe 1991, Fioochi et al.2009). Es deseable que las preparaciones 

terapéuticas basadas en ribosomas bacterianos sean acarreadores de epítopos 
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específicos para estimular la producción de anticuerpos específicos, y sean 

adyuvantes para aumentar la inmunogenicidad. 

 

GENERALIDADES DE CITOCINAS 
 
  Las citocinas son proteínas conocidas como factores solubles no antígeno 

específicos que son producidos por células inmunocompetentes e intervienen en la 

regulación de las funciones de las células del sistema inmune y en los procesos 

inflamatorios. Estas moléculas están implicadas en las respuestas frente a agentes 

infecciosos, pero en ocasiones pueden ser responsables de procesos patológicos, 

como la inflamación crónica, la coagulación intravascular diseminada y el shock. Las 

citocinas se han agrupado en familias según su estructura, funciones y células que las 

producen. Algunas de las familias más estudiadas son, las interleucinas (IL), las 

linfocinas, los interferones, las monocinas y las quimiocinas. Las citocinas ejercen su 

función actuando sobre receptores específicos de membrana y contribuyen a la 

activación, blastogénesis y/o diferenciación en células efectoras, regulando también 

otros procesos como la apoptosis, adquisición de capacidad citotóxica y la 

recirculación de los leucocitos. Las citocinas originariamente se definieron por las 

actividades biológicas que eran capaces de promover en distintos ensayos in vitro. 

Posteriormente estas diversas actividades se fueron asociando a una determinada 

citocina a medida que fue conociéndose su secuencia de aminoácidos. 

  Las citocinas factor de necrosis tumoral alfa (TNF ), interleucina-1 (IL-1), 

interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), interferón alfa (IFN ) e interferón beta (IFN ) 

son mediadoras de la inmunidad natural y del reclutamiento linfocitario necesario para 

la respuesta inmune específica. Las respuestas inmunes específicas requieren de la 

activación y proliferación de los linfocitos T que son estimuladas por la IL-2 y la IL-15. 

Las respuestas inmunes específicas se han dividido clásicamente en función de los 

mecanismos efectores implicados en respuestas mediadas por células y en 

respuestas humorales. Las citocinas participan en la determinación de estos dos tipos 

de respuesta inmune. Las respuestas mediadas por células requieren que los 

linfocitos CD4 proinflamatorios estimulen el crecimiento y la diferenciación de linfocitos 

T citotóxicos, así como la activación de los macrófagos.  La acción proinflamatoria de 

estos linfocitos es estimulada por la producción de las citocinas IL-12, IL-16, IFN  y 
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TNF . En las respuestas mediadas por anticuerpos, los linfocitos T CD4 cooperan con 

los linfocitos B estimulando su proliferación y diferenciación hacia células productoras 

de inmunoglobulinas. La acción cooperadora de los linfocitos CD4 para promover en 

células B la producción de anticuerpos es estimulada por las citocinas IL-4, IL-5, IL-10, 

IL-13 y IL-14. Se han reportado resultados en los que se involucra a la administración 

de Ribovac® y a la estimulación y producción de estas citocinas (Pujol et al. 1991, 

Bystron et al. 2004).  

 

INTERLEUCINA 6 

La IL-6 es una citocina pleiotrópica producida por una grandísima variedad de 

células, tiene funciones tan diversas desde la diferenciación de células T y B (Walter  

et al. 1996) hasta formar parte muy importante en el proceso inflamatorio (Gabay 

2006). La expresión de IL-6, depende de secuencias de genes localizados en el 

cromosoma 7p21 y consta de cinco 5 exones y cuatro intrones (Walter et al. 1996). 

En el proceso de traducción sufre modificaciones que son tejido específicas tales 

como fosforilaciones y glicosilaciones, las cuales influyen fuertemente en su 

actividad biológica. La molécula de IL-6 es secretada como una secuencia 

heterogénea de proteínas, que varían de 19 a 70 kD, las formas más comunes son 

las de 23 a 30 kD (Walter et al. 1996). 

La expresión del mRNA de IL-6 es constitutiva en muchos subtipos celulares 

unos fluyendo en la sangre periférica en los leucocitos, y otros en células de tejidos 

tales como bazo, hígado, y los intestinos, aunque realmente la IL-6 es expresada por 

prácticamente todos las poblaciones y subpoblaciones de células inmuno 

competentes de un individuo sano, entre las que destacan células T, B, monocitos, 

neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, células endoteliales, enterocitos,  astrocitos, etc 

(Henrich et al. 1990). La expresión basal de IL-6 aumenta debido a muchos 

estímulos, siendo algunos, la presencia de LPS, IL-1, TNF, el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas, el interferón, el factor de crecimiento transformante-β, así 

como la proteína cinasa C (PKC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), y 

otros virus (Henrich et al. 1990). 
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La IL-6 es muy importante durante la hematopoyesis al ser producida por 

tejidos específicos o dañados. En el momento en que la IL-6 es reconocida por un 

receptor, se comienza una ruta de señalización específica que termina por afectar a 

la célula en la expresión de moléculas específicas (Simon 2005). 

 
GRUPOS DE DIFERENCIACIÓN 
  Los grupos de diferenciación son moléculas dispuestas en la superficie de las 

células que ayudan a caracterizar su inmunofenotipo, a reconocer estirpes celulares, 

grado de activación y nivel de la ontogenia en que se encuentran (Sampola-Lainz y, 

López 1992). Los antígenos de diferenciación, permiten ubicar a la célula en: estados 

de diferenciación tales como, virgen (no estimulada), células de memoria y células 

activadas. Algunos de los marcadores de activación más frecuentes se muestran en la 

tabla 1.  

 

 
ESPECIFICIDAD CELULAR 

 
NÚMERO DE GRUPOS DE 
DIFERENCIACIÓN 
DESCRITOS 

 
CD-CORRESPONDIENTE 

 
 

Linfocitos T 
 
Linfocitos B 
 
Células NK y linaje no 
especifico 
 
 

 
 

12 CD 
 
17 CD 
 
20 CD 
 
 
 
 
 

 

 
CD1-CD3-CD8,CD25 CD27-
CD29,CDw60 
CD19-CD24,CD37-CD40 
CD72-CDw78 
CD11a-CD11b-CD11c 
CD16-CD18-CD32-CD43-
CDw50-CDw52-CD56-CD59 
 
 

 

Tabla 1, Clasificación de los grupos de diferenciación (CD) antigénica de las células 

hematopoyéticas humanas; modificado de: (Sampola-Lainz A 1992). 
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CITOMETRIA DE FLUJO 
 

 Es la técnica que más información brinda sobre poblaciones y sub 

poblaciones celulares. La suspensión celular se hace circular en forma de gotas 

microscópicas, las cuales pasan por un campo de detección atravesado por un 

potente rayo láser que produce la dispersión de la luz y la activación de la 

fluorescencia. Mediante sensores específicos se analizan y cuantifican las 

poblaciones en estudio en función de sus propiedades fisicoquímicas y del marcaje 

efectuado. Para la separación celular, este aparato lleva acoplado un sistema que 

carga eléctricamente las células y con placas deflectoras se realiza su separación 

por  inmunofluorescencia (Brown 2000). 

 

Además de basarse en la detección de la fluorescencia emitida por las células 

marcadas, también lo hace en otras propiedades diferenciales de las células en 

estudio como tamaño (FSC) y complejidad (SSC), lo que incluye el estudio de sus 

gránulos. Las moléculas expresadas por la célula pueden ser reconocidas por 

anticuerpos monoclonales los cuales son llamados grupos de diferenciación del 

inglés (CD), al cual se le asigna un número único para un tipo de molécula. Todas 

las células expresan CD´s, esto depende de su grado de activación o estado de 

direrenciación. La señal producida como consecuencia de la excitación del 

fluorocromo, permite conocer el porcentaje de células reconocido por el anticuerpo 

monoclonal empleado. Como consecuencia, se observan imágenes en dos 

dimensiones (Dot-Plot) o en una dimensión (Histograma), en las que se distinguen 

las diferentes poblaciones celulares marcadas (Brown y Wittwer 2000). 

La puesta a punto de las técnicas de citofluorometría, en las que se conjuga 

los avances de informática, rayos láser y anticuerpos monoclonales permite el 

análisis fenotípico y funcional de las células T, B y de todas aquellas células de las 

que se disponga de un anticuerpo que las identifique.  
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MARCADORES DE LINFOCITOS B. 

Para cuantificar los linfocitos B totales se utiliza el marcador CD19. Por otro 

lado, en los linfocitos B activados se pierde la expresión de las moléculas CD21, 

CD22 y CD24, hay un incremento en la expresión de moléculas HLA-DR y de 

receptores de linfocinas (por ejemplo el receptor de la IL-2) y aparecen marcadores 

nuevos, como el CD23, ausente en linfocitos B en reposo.  

El marcador CD19 es una proteína de 90 kD. expresada por todas las células 

B .Su función principal radica en la activación de células B, las cuales tienen su 

origen en células progenitoras de médula ósea. En estadios de diferenciación 

temprana se caracterizan por la presencia de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad II (MHC II) y CD19 (Stamenkovic 1988, Shinichi et al. 1995). Este 

desarrollo celular está específicamente regulado por la señales de transducción 

generadas por el complejo de superficie CD19-CD21. CD19 es un miembro de la 

superfamilia de las inmunoglobulinas, importante regulador en la diferenciación de 

las células B en células plasmáticas, caracterizándose por ser un dominio 

citoplasmático de aproximadamente de 240 amino ácidos. Su función es como 

proteína adaptadora específica en la amplificación de la familia Src cinasa así como 

molécula de interacción para múltiples rutas de señalización cruciales al modular las 

señales producidas por antígenos (Hasegawa et al.2001). 

 

MARCADORES DE LINFOCITOS T 

Los marcadores CD3, CD4 y CD8 están presentes en linfocitos T totales y en 

la subpoblaciones de células T colaboradoras y citotóxicas/supresoras,   

respectivamente. En el proceso de activación de celulas T se expresan nuevas 

moléculas de superficie, son principalmente receptores para factores de crecimiento 

y proliferación celular.  

  Durante la activación de linfocitos T, tanto in vivo como in vitro se induce la 

expresión de CD69. Esta molécula, es una glicoproteína inducible en la superficie 

celular que aparece temprano durante la activación linfocitaria, y está involucrada en 

la proliferación de linfocitos, es un receptor de transducción de señales en linfocitos, 

células NK y plaquetas.    
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Entre los antígenos de activación expresados en la superficie celular se 

incluyen: a) receptores de interleucinas (como la molécula CD25 que corresponde a 

la cadena p55 del receptor de la IL-2); b) receptores de la insulina y de la transferrina 

(CD71); c) antígenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase II, que 

no están presentes en linfocitos T en reposo; y d) una gran variedad de moléculas 

de superficie, cuya función no es totalmente conocida (por ejemplo, CD26, CD29, 

VLA-2, CD69).  

El marcador CD3 se caracteriza por poseer un peso molecular de γ: 25-28 

kDa; δ: 20 kDa, ε:20 kDa. Su naturaleza bioquímica lo encuadra dentro de la familia 

de las inmunoglobulinas (Weissman et al. 1988). Su función biológica en la célula es 

intervenir en la transducción de señales, en la expresión del TCR en la superficie de 

la célula y en la asociación a este último receptor. Se expresa específicamente en 

timocitos y células T (Hayes et al.2002, Gharehbaghian et al. 2006).  

El marcador CD25 es la cadena  alfa del receptor de IL-2, de 55 kD. El 

marcador TAC es una proteína transmembranal de tipo 1. Está presente en células 

T, B y macrófagos activados. Forma complejos con el receptor de IL-2R  β fc de alta 

afinidad. Está involucrado en la expansión de células T (Shevach 2002, Kuniyasu et 

al. 2000, Toda y Piccirillo 2006) Los linfocitos T CD25+, son reguladores de las 

células NK( Ralainirina et al. 2007). 

El marcador CD71 es una glicoproteína de 95 kDa con un dominio terminal de 

unión a hierro. Es expresado principalmente por células T y B activadas, tanto como 

por macrófagos y células en proliferación (Brekelmans et al. 1994). Su función 

principal lo involucra en el metabolismo del hierro, así como en la proliferación 

celular (Brekelmans et al. 1994, Moura et al. 2001). 

El marcador CD45 es una glicoproteína transmembranal  mejor conocida como 

“antígeno común leucocitario” (Charbonneau et al.1988). Presenta múltiples 

isoformas que van de 180 a 220 kDa. Al activarse inicia la transducción de señales 

por la vía de la tirosina fosfatasa (Ledbetter et al. 1988, Alexander 2000). Cubre el 

10% de la superficie celular y es esencial en el correcto desarrollo de células B y T 

(Huntington y Tarlinton 2000). 
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CÉLULAS CITÓTOXICAS NATURALES (NK) 

Las células NK o asesinas naturales, se desarrollan en la médula ósea a partir 

de una célula progenitora común de origen linfoide y circulan por la sangre. Son más 

grandes que los linfocitos B y T, tienen gránulos citoplasmáticos distintivos, se 

identifican por su habilidad de matar in vitro a ciertas líneas celulares linfoides que 

son tumorales, todo esto previo a la inmunización o la activación. Las células NK son 

activadas como respuesta a interferones o citocinas producidas por macrófagos. En 

la fase temprana de la infección protegen al huésped de una gran variedad de 

patógenos intracelulares. Las células NK tienen un mecanismo de reconocimiento 

para distinguir entre células infectadas y no infectadas, se cree que un mecanismo 

probable es que reconocen alteraciones en la expresión del HCM I. Otro mecanismo 

podría ser los cambios en las glucoproteínas de la superficie celular inducidas por 

bacterias o virus en la infección; sin embargo, aún no está claro su sistema de 

reconocimiento entre lo propio y lo no propio (Abbas 2002, Roitt 2001). 

 

MARCADORES DE CELULAS  NK 

Las células NK constituyen la tercera estirpe de células de tipo  linfoide. 

Carecen de TCR y de Ig y en su mayoría, expresan en superficie las moléculas  

FcgammaR-III (CD16) y CD56, que junto con otros marcadores, definen a  este 

grupo celular (Andre.et al. 2001) La detección de algunos de estos marcadores 

puede ser variable, definiéndose varias subpoblaciones NK, tales como células  muy 

positivas para CD56 (CD56 bright), muy poco positivas para este marcador 

(CD56dim), o células  CD16+ CD56+ o CD16-CD56+, etc. Las células NK se encuentran 

en sangre, bazo y médula ósea y en muy baja proporción en ganglios linfáticos. 

El marcador CD16 es una proteína transmembranal perteneciente a la super 

familia de las Ig. y tiene un peso de 50-70 KDa. Es producida por las células NK y 

macrófagos. Su sitio de unión es la porción Fc de la IgG de baja afinidad. Es 

importante en la fagocitosis y en la ADCC y algunas sub poblaciones que son 

CD16+-CD3- pueden ser caracterizadas en sus funciones particulares (Moretta et 

al.1990). 
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El marcador CD56 es un heterodímero de cadenas de 135 y 220 kDa, 

producido por las células NK. Esta proteína está involucrada en la adhesión 

homotípica y es una isoforma de la molécula de adhesión celular neural (N-CAM). 

Se ha demostrado que la sub-población de células NK CD3- CD56+ se expande y 

prolifera al recibir estímulos como el del LPS (Goodier y Londei 2000, Campbell et 

al.2001). 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las infecciones respiratorias son la principal causa de consulta en edades 

pediátricas. Dentro de esta población, existe un grupo de niños que no responden al 

tratamiento con antibióticos y las infecciones recurren en periodos cortos. En estos 

niños es necesario usar inmunoestimulantes como Ribovac® para reducir el número 

de infecciones así como reducir los costos de la terapia y disminuir el número de 

visitas a los servicios de urgencias. Sin embargo, aun no se conoce el efecto de 

Ribovac® sobre la activación de varias células inmunocompetentes, ni se ha 

relacionado esto con la respuesta de citocinas proinflamatorias importantes para 

potenciar la acción citotóxica de estas células. 

 

 JUSTIFICACIÓN 
Resulta importante desde el punto de vista clínico-farmacológico evaluar los 

mecanismos de la respuesta inmune celular inducidos luego de la administración de 

Ribovac® a fin de identificar los blancos celulares de esta respuesta y su impacto 

sobre la actividad efectora de células inmunocompetentes.  

 

HIPÓTESIS 

Ribovac  induce el aumento en la expresión de IL-6 por células mononucleadas en 

cultivo, la cual está asociada a la proliferación y/o activación de poblaciones de 

linfocitos T, B y NK.  

 MATERIALES Y METODOS 
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OBJETIVO GENERAL 
Caracterizar la respuesta celular inducida por Ribovac® en células mononucleadas 

de sangre periférica. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS  

 Estandarizar el ensayo de estimulación de células mononucleadas con 

concentraciones variables de Ribovac® para obtener sobrenadantes de los 

cultivos. 

 Estudiar el efecto de Ribovac® sobre la síntesis de IL-6  

 Evaluar el efecto de Ribovac® sobre la activación de células 

inmunocompetentes.  

 

PRUEBAS DE LABORATORIO 

PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO CELULAR.  

 Medio RPMI 1640 (producido por Roswell Park Memorial Institute) con L-

glutamina.  

Modo de preparación: Se adquirió el medio de cultivo RPMI1640 en un 

contenedor de 5L de la marca comercial Invitrogen, adicionado con L-Glutamina Se 

agregó antibiótico en solución al medio (200 L de Gentamicina [160 mg/2 mL]/Litro). 

El medio se guardo a 4 ºC en un recipiente estéril. La preparación de este medio se 

realizó en campana de Bioseguridad Clase II. 

 Suero Fetal de Bovino Inactivado. 

Se inactivó el suero de bovino previamente filtrado (filtros milipore de 0.22) en 

baño maría a 55 ºC/30 minutos, para desnaturalizar las proteínas del complemento. 

 Solución de RPMI + SFBI 10%. 

En un tubo cónico estéril de 50 mL se depositaron 45 mL de medio RPMI 1640 y 

se agregarán 5 mL de SFBI inactivado, esta mezcla se agitó en un agitador vortex. 

Para su uso en cultivos celulares se esterilizaron por medio de filtros milipore de 

0.22 c.     
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OBTENCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEADAS  

El aislamiento de células mononucleadas (MN) se realizó por el método de 

separación en gradiente con Ficoll-Paque (Amersham Biosciences), con gradiente 

de densidad de 1.077. Las células totales obtenidas de 10 mL de sangre periférica 

de donantes se depositaron en tubos con anticoagulante (EDTA), se mezclaron 

cuidadosamente y se pasaron a un tubo cónico de 50 mL, el cual contendrá 10 mL 

de la solución de medio RPMI 1640 + SFBI 10%. Posteriormente, la mezcla se 

adiciono a una solución 1:2 de Ficoll-hypaque (10 mL). El tubo cónico se centrifugo a 

2500 rpm durante 30 minutos a 4 ºC en centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R. El 

Ficoll tiene un gradiente de densidad igual al de células MN (linfocitos T, linfocitos B, 

monocitos y células NK) pero menor que los eritrocitos y granulocitos. Los eritrocitos 

y polimorfonucleares formaron una pastilla en el fondo del tubo, mientras que las 

células MN quedaron en la interfase del medio y el Ficoll. Las células MN se 

separaron con ayuda de una pipeta pasteur o micropipeta de 1 mL, pasándose a 

otro tubo cónico donde fueron lavadas 2 veces con 10 mL de solución PBS) y por 

último fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos para su posterior 

utilización. La suspensión celular se ajustó a una concentración final de 1x106 cel/mL 

en un hemocitómetro (Cámara de Neubauer).  

Nota: Toda la preparación de la obtención y separación de células mononucleadas 

se realizó en campana de Bioseguridad, Clase II. 

 

DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD DE CÉLULAS MONONUCLEADAS  

Para evaluar la viabilidad de las células MN se usó el método de exclusión de 

azul de tripano al 4%. Esta prueba refleja la integridad de la membrana plasmática, 

ya que colorantes como el azul de Tripano no permean a través de la membrana 

íntegra en las células vivas. La solución de este colorante se realizó pesando 4 g de 

azul de tripano que se disolvieron en 100 mL de agua bidestilada estéril. Para la 

realización del ensayo se colocaron 20 L de la suspensión celular en el 

hemocitómetro, se agregaron 20 L de azul de tripano al 4% y se observó al 

microscopio óptico a 10x. Se determinó la viabilidad celular en un hemocitómetro por 
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el porcentaje de células teñidas de azul (viables) contra el porcentaje de células no 

teñidas (no viables). Se aceptó una viabilidad celular  95%.  

 

OBTENCIÓN DE SOBRENADANTES DE CULTIVO DE CÉLULAS 
MONONUCLEADAS ACTIVADAS POR RIBOVAC® Y COMPONENTES DE LA 
PREPARACIÓN  

Las células MN se sembraron en cajas estériles de 96 pozos (Sarstedt, Inc. 

Newton, NC, USA), a 2x105 células/100 L por pozo en medio RPMI-l640 completo. 

Las células se trataron con un volumen de 20 L/pozo de la presentación comercial 

de Ribovac®. Las células se incubaron durante 4h, 6h y 72 horas a 37°C con 

atmósfera de CO2 al 5% en una incubadora de la marca SHEL LAB. A cada pozo se 

le adiciono 80 L de RPMI 1640 + SFBI al 10% como fuente de nutrientes. El control 

negativo consistió en células MN a 2x105 células/100 L pozo no tratadas con 

Ribovac®. y 100 L de RPMI 1640 + SFBI al 10% como fuente de nutrientes. Por 

último, se recolectaron los sobrenadantes del cultivo celular a las 6 y 72 hrs. en 

tubos para centrifuga de 1 mL.  

 

DETERMINACIÓN DE LOS BLANCOS CELULARES DE LA ACCIÓN DE 
RIBOVAC® 

Se obtuvieron 10 mL de sangre heparinizada proveniente de donantes sanos 

adultos.  Se aislaron células mononucleadas en gradientes de Ficoll-Paque premium 

(d=1.077). Se estimularon las células con Ribovac®. El control negativo no llevó 

estímulo. Las células se incubaron con 95% de humedad y 5% de CO2 y se estudió 

a las 4 y 6 horas, el efecto de las fracciones ribosomales se identificaron en 

citometría de flujo con los siguientes marcadores: 

CD3/CD16  CD56 CAT CIM2076 Exp. Beckman Coulter Inc. Fullerton CA. USA.. 

CD3/19/45 FITC/PE/PECy5 50t OC CAT CIM 1671 Exp. Beckman Coulter Inc. 
Fullerton CA. USA. 

CD71 G1 FITC 100TEST-ASR CAT CIMO483 Exp. Beckman Coulter Inc. Fullerton 
CA. USA. 
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CD25-PC5 100t ASR CAT CIM 2646U Exp. Beckman Coulter Inc. Fullerton CA. 
USA. 

El efecto de Ribovac® sobre la proliferación de células mononucleadas se midió a 

las 72 horas de cocultivo de estas con las fracciones ribosomales de Ribovac® por 

citometría de flujo y se determino IL-6 en sobrenadantes de cultivo. 

 

DETERMINACIÓN DE CITOCINAS PRESENTES EN SOBRENADANTES DE 
CULTIVO CELULAR  

Se determinaron mediante ELISA los niveles de expresión de IL-6 en 

sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas con Ribovac®, en 

tiempos de incubación de 4h, 6h, 24h y 72h. Se utilizaron Kits de ELISA de la marca 

BIOSOURCE (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA. Se colocaron 100 L de Muestra, 

100 L Satandart Diluent Buffer y 50 L de Biotilinato anti-IL6,  en cada unos de los pocillos 

de la placa de ELISA, se dejaron incubar durante dos horas a temperatura ambiente 

en una cámara oscura,  posteriormente fueron realizados cuatro lavados, con la 

solución de lavado, después de estos se le agregaron 100 L Estreptavidin –HRP 30 

y  100 L cromógeno para dejarse incubar durante 30 min. Posteriormente se llevo a 

un espectrofotómetro  para lectura de placas de ELISA. 

Los valores de absorbancia fueron convertidos en valores de [pg/mL]; esto se 

realizo por medio de un análisis de correlación lineal con los valores obtenidos de la 

curva de calibración estándar, al obtener la ecuación de la pendiente, por lo que es 

posible convertir los valores de absorbancia en valores de [pg/mL]. 

 

IDENTIFICACIÓN DE SUBPOBLACIONES DE CÉLULAS MONONUCLEADAS 
ESTIMULADAS POR RIBOVAC®  

Las sub-poblaciones de células mononucleadas estimuladas por Ribovac® se 

identificaron con un citometro de flujo EPICS Xcl. Los resultados obtenidos con esta 

técnica fueron analizados con el programa WIN MDI 2.8, con el cual se analizaron 

las sub-poblaciones de células mononucleadas, para obtener datos de sub 

poblaciones más específicas así como datos de intensidad media de fluorescencia.   
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Panel     

1 CD3 
FITC 
PMT1 

CD16+56 
PE 
PMT2 

CD25 
PC5 
PMT4 

 

2 CD71 
FITC 
PMT1 

CD11c 
PE 
PMT2 

CD19 
P-RT 
PMT3 

CD25 
PC5 
PMT4 

3 CD3 
FITC 
PMT1 

 

CD19 
PE 
PMT2 

CD45 
PC5 
PMT3 

 

 

Tabla 2.-Diseño de los paneles de lectura con grupo de diferenciación, fluorocromo y 

fotomultiplicador de lectura.  

En esta tabla se muestra para cada recuadro el anticuerpo monoclonal 

utilizado, con el tipo de fluorocromo que contiene y el fotomultiplicador utilizado para 

su lectura. Los valores de citometría se reportaron como conteos absolutos y como 

intensidad media de fluorescecia.    

 

VARIABLES DEPENDIENTES 

Expresión de IL-6 en sobrenadantes de células mononucleadas estimuladas 

con Ribovac®. 

Expresión de CD3,CD25,CD19,CD45,CD71,CD16+56. 

 

VARIABLES INDEPENDIENTES  

Extractos ribosomales (Rivobac®).   
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PROCEDIMIENTO ESTADÍSTICO 
           Se organizaron y analizaron los datos en el programa Microsoft Excel y el 

programa estadístico SPSS versión 18. Los procedimientos estadísticos descriptivos 

e inferenciales que se emplearon incluyeron porcentajes, medias, error estándar y t 

de Student. El intervalo de confianza fue del 95%. Las determinaciones de citocinas 

se realizaron por duplicado, mientras que las determinaciones de conteo celular se 

realizaron por triplicado, las graficas de barras se realizaron con el programa Sigma-

Plot 10.0. 

 

RESULTADOS 

DETERMINACIÓN DE IL-6 EN SOBRENADANTES DE CULTIVO DE CÉLULAS 
MONONUCLEADAS TRATADAS CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE 
RIBOVAC® A DISTINTOS TIEMPOS. 

Se estandarizó un ensayo para determinar citocinas en sobrenadantes de 

cultivo de células mononucleadas tratadas con concentraciones variables de 

Ribovac® a distintos tiempos. La figura 1 muestra la curva de calibración del ensayo 

ELISA que se usó para realizar las determinaciones de IL-6 en sobrenadantes de 

cultivo, (y=0.0129x + 0.0873, R2=0.9975). Al comparar la expresión de IL-6 en el 

tiempo entre sobrenadantes de células mononucleadas que habían sido tratados por 

6 horas, 24 horas y 72 horas con concentraciones variables de Ribovac®, se 

encontró que los efectos más constantes de elevación de niveles de IL-6 se 

obtuvieron a las 24 horas para las concentraciones 3.9, 7.8, 15.6, 31.2 y 62.5 g/ml 

de Ribovac®, aunque este incremento no fue estadísticamente significativo.  Al 

comparar la expresión de IL-6 en el tiempo entre sobrenadantes de células 

mononucleadas que habían sido tratados por 6 horas, 24 horas y 72 horas con 

concentraciones variables de Ribovac®, se encontró que los efectos más constantes 

de elevación de niveles de IL-6 se obtuvieron a las 24 horas para las 

concentraciones 3.9, 7.8, 15.6, 31.2 y 62.5 g/ml de Ribovac®, aunque este 

incremento no fue estadísticamente significativo.   
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Figura 1.-  Curva de calibración de IL-6. 

 

Los niveles de IL-6  tendieron a disminuir para todas las concentraciones 

estudiadas respecto al control con células no tratadas al tiempo 72 horas, este 

cambio fue estadísticamente significativo al comparar células no tratadas con células 

tratadas a una concentración de  31.2 g/ml de Ribovac®, (p=0.006). Fig 2 

 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas respecto a los 

niveles de IL-6 en células tratadas con todas las concentraciones de Ribovac® 

respecto a células no tratadas a las 4 y 6 horas.  
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Figura 2.- Curva de correlación de la expresión de IL-6 a CONTROL vs [31.25 

g/mL] 72hs. 

 

EXPRESIÓN DEL MARCADOR CD3 POR CÉLULAS MONONUCLEADAS 
ESTIMULADAS CON RIBOVAC®  

Se obtuvieron valores máximos de conteo de células CD3+ en células 

mononucleadas tratadas por 72 horas con concentraciones de 62.5 μg/ml de 

Ribovac®, (CD3 basal a las 72 horas vs. CD3 62.5 g/ml a las 72 horas), p=0.025. 

Fig 3. 

También se encontraron valores estadísticamente significativos al comparar 

los conteos de células CD3+ entre células mononucleadas tratadas por 72 horas a 

concentraciones de 62.5 g/ml respecto a aquellas tratadas en el mismo tiempo pero 

a concentraciones de 125 g/ml, p=0.010 y entre la expresión CD3 en células 
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tratadas con 62.5 g/ml de Ribovac® por 6 horas respecto a expresión de CD3 en 

células tratadas con 125 g/ml de Ribovac® a las 72 horas., p=0.019. En todos los 

casos se obtuvieron los efectos máximos en células tratadas con la concentración de 

125 g/ml de Ribovac®. 

 

Figura 3.-Conteo de células con expresión de CD3 estimuladas con Ribovac® 

a tiempo y concentraciones variadas. 

La fig 4 muestra un gráfico de correlación entre la expresión de CD3 basal y 

CD3 a las 72 horas que presenta una R2=0.993, lo que indica que la variable tiempo 

resulta importante para analizar el impacto de Ribovac® sobre la expresión de CD3.  

CONTEO CD3

C
O

N
TE

O
 C

D
3

0

10

20

30

40

50

BASAL
4h [62.5 g/ml ]

6h [62.5 g/ml ]
72h [62.5 g/ml ]

4h [125 g/ml ]
6h [125 g/ml ]

72h [125 g/ml ] 



41 
 

 

 

Figura 4.- Curva de correlación de la expresión de células con fenotipo CD3 que 

presento valor de  significancia estadística.  

Al analizar la intensidad media de fluorescencia (IMF) como marcador para la 

identificación de células CD3+, se encontró un comportamiento similar al encontrado 

a través de conteo de subpoblaciones CD3+, CD3 basal vs. CD3 62.5 g/ml a las 6 

horas, (p=0.006) y CD3 62.5 g/ml vs. CD3 125 g/ml a las 6 horas, (p=0.012) el 

conteo aumentó en un 99.3%. Tanto por el número de conteos de células CD3+ 

como por los niveles de intensidad media de fluorescencia, los niveles de CD3 

tendieron a ser mayores a concentraciones más grandes de Ribovac®  (125 g/mL) 

y al mayor tiempo de estimulación ensayado (72 horas). 

Se encontró un coeficiente de correlación R2=0.773 al evaluar la expresión de 

CD3 en células tratadas por 72 horas con 125 g/ml y la encontrada  a la misma 

concentración pero en un tiempo de 6 horas, de forma que la magnitud de la 

asociación entre la expresión de CD3 por células mononucleadas depende también 
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del tiempo de estimulación y no solo de la dosis aplicada de Ribovac®. (Fig 5). 

Asimismo, el cambio observado es positivo del 77.3%. 

 
Figura 5.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD3 que presento 

significancia estadística de CD3 [125] 6h vs. CD3 [125] 72h. 

 

 

EXPRESIÓN DEL MARCADOR CD19 POR CÉLULAS MONONUCLEADAS 
ESTIMULADAS CON RIBOVAC® 

Se encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar entre 

la expresión del marcador CD19 por células mononucleadas estimuladas con 

Ribovac® a las concentraciones 62.5 y 125 g/ml, de Ribovac®, y estas 

concentraciones respecto al control con células no estimuladas. Nuevamente, este 

efecto dependió de la concentración usada y del tiempo de estimulación. 
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Las comparaciones fueron: CD19 basal vs. CD19 (62.5 g/ml),  t=6 horas, 

p=0.005; CD19 basal vs. CD19 (62.5 g/ml),  t=72 horas, p=0.017; CD19 (62.5 g/ml, 

t=6 horas) vs. CD19 (125 g/ml,  t=72 horas), p=0.008; CD19 (62.5 g/ml, t=72 

horas)  vs. CD19 (125 g/ml,  t=72 horas), p=0.021. Las figuras 6, 7, 8 y 9 muestran 

los coeficientes de correlación de las asociaciones antes descritas. 

 

 

Figura 6.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD19, que 

presento significancia estadística de CD19 BASAL vs CD19 [62.5 g/mL] 72h. 

En la fig.6 se puede observar un cambio dependiente de concentración y de 

tiempo con un coeficiente de correlación de R2=0.618, aunque el cambio observado 

fue negativo con magnitud de 61.8%. 
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Figura 7.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD19, que 

presento significancia estadística de CD19 BASAL vs CD19 [62.5 g/mL] t=6h. 

En el caso de la fig.7, se obtuvo un coeficiente de correlación R2 =0.181, el 

cambio observado fue negativo con una R2 =0.181, equivalente a un 18.1%. En este 

sentido es contundente la disminución de la población de células con fenotipo CD19 

dependiente del tiempo y la concentración. 

Este cambio también se pudo observar en la concentración de 125 g, en la 

cual disminuyo la cantidad de células que expresan el fenotipo CD19. 
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Figura 8.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD19, que 

presento significancia estadística de CD19 [62.5 g/mL] 6h vs CD19 [125 g/mL] 6h. 
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Figura 9.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD19, que 

presento significancia estadística de CD19 [62.5 g/mL] 72h vs CD19 [125 g/mL] 

72h. 

La fig 9 muestra la expresión de CD19 en función del tiempo y la 

concentración usada de Ribovac®.El valor de la R2 =0.86, lo que equivale a un 

cambio negativo de 86%, este cambio es dependiente de tiempo. 
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Figura 10.- Conteo de células con expresión de CD19 estimuladas con 

Ribovac® a tiempo y concentraciones variadas. 
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Al medir la expresión de CD19 por IMF, también se encontraron cambios 

estadísticamente significativos al comparar CD19 basal vs. CD19 125 μg/ml, t=72 

horas, p=0.004; CD 19 basal vs. CD 19, el cambio se presento en un 92.2%. La fig 

10 muestra, el conteo de células con expresión de CD19 estimuladas con Ribovac® 

a tiempo y concentraciones variadas. 
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Figura 11.- Expresión de IMF de células con expresión de CD19 estimuladas con 

Ribovac® a tiempo y concentraciones variadas. 
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EXPRESIÓN DEL MARCADOR CD16 CD56 POR CÉLULAS MONONUCLEADAS 
ESTIMULADAS CON RIBOVAC®. 

 

El número de células CD16+ disminuyó con las concentraciones 62.5 y 125 

g/ml de Ribovac®, aunque esta disminución no fue significativa estadísticamente ni 

respecto al tiempo de estimulación ni a la dosis usada de Ribovac®, al comparar la 

media de los conteos de células CD16+ e intensidad media de fluorescencia, entre 

células tratadas con Ribovac® y controles no tratados. (Figs 12 y 13). 
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Figura 12.- Conteo de células con expresión de CD16 estimuladas con Ribovac® a 

tiempo y concentraciones variadas. 
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Figura 13.- Conteo de IMF en células con expresión de CD16 estimuladas con 

Ribovac® a tiempo y concentraciones variadas. 

 

EXPRESIÓN DEL MARCADOR CD45 POR CÉLULAS MONONUCLEADAS 
ESTIMULADAS CON RIBOVAC® 

 

No se encontraron diferencias significativas al comparar la expresión de CD 

45 entre células tratadas y no tratadas ni entre células tratadas en diferentes 
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concentraciones de Ribovac®. Este cambio no fue significativo ni respecto al tiempo 

de estimulación ni a la dosis administrada de Ribovac®. (Fig 14 y 15).   

 
C

O
N

T
E

O
 C

D
45

0

5

10

15

20

25

BASAL
6h[62.5 ug/mL]

72h[62.5 u g/mL]

6h[125 u g/mL]

72h[125 u g/mL]

 

Figura 14.-Conteo de células con expresión de CD45 estimuladas con Ribovac® a 

tiempo y concentraciones variadas. 
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Figura 15.-Conteo de IMF en células con expresión de CD45 estimuladas con 

Ribovac® a tiempo y concentraciones variadas. 

 

 

COEXPRESIÓN DEL MARCADOR CD 45 Y DEL MARCADOR CD3 POR 
CÉLULAS MONONUCLEADAS ESTIMULADAS CON RIBOVAC®. 

 

Se encontró un aumento de la población celular que coexpresó CD45+ y 

CD3+ del 76%, el cual fue directamente proporcional al tiempo de estimulación, al 

comparar células tratadas con 125 g/ml a las 6 horas  y a las 72 horas, (p=0.028, 

R2=0.766 Figs 16  y 17. 
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Figura 16.- Curva de correlación del conteo de células con fenotipo CD45CD3 

[125 g/mL] 6h vs. CD45CD3 [125 g/mL] 72h.  
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Figura 17.-Conteo de células con expresión de CD45CD3 estimuladas con Ribovac® 

a tiempo y concentraciones variadas. 

 

COEXPRESIÓN DEL MARCADOR CD45 Y DEL MARCADOR CD19 POR 
CÉLULAS MONONUCLEADAS ESTIMULADAS CON RIBOVAC®. 

La expresión de estos marcadores no varió en forma estadísticamente 

significativa ni respecto al tiempo de tratamiento ni a la concentración de Ribovac® 

usada, al comparar células tratadas a diferentes concentraciones de Ribovac® entre 

sí y estas con células no tratadas. (Fig 18). 

 



54 
 

C
O

N
T

E
O

 C
D

45
C

D
19

0

1

2

3

4

5

BASAL 6h[62.5 ug/mL] 72h[62.5 ug/mL] 6h[125 ug/mL] 72h[125 ug/mL]
 Figura 18.-Coexpresión del marcador CD 45 CD 19 por células mononucleadas 

estimuladas con Ribovac® a diferentes concentraciones y tiempos. 

 

DISCUSIÓN  

Ribovac® estimula la repuesta inmune inespecífica a través de la estimulación 

de la actividad de macrófagos, polimorfonucleares y NK (D´Hinterlnd et al. 1980, 

Fontanges et al. 1981) y se ha documentado la producción de IL-6 por linfocitos 

humanos de sangre periférica cuando se estimulan con los proteoglicanos de 

membrana de K pneumoniae (0.01 a 100 mg/mL)  (Rigante et al. 1989). Estos 

proteoglicanos también inducen en monocitos humanos de sangre periférica la 

producción de IL-8 y de  factores quimiotácticos de monocitos (Luini et al. 1991).  

En un reporte se menciona el efecto de Ribovac®, en el aumento en la 

producción de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) (Clot J. 1997). En 
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concordancia con este reporte, en este estudio se encontró un aumento en la 

producción de IL-6 por células mononucleadas a las 24 horas de tratamiento con 

dosis variables de Ribovac® y luego los valores de IL-6 decrecieron a las 72 horas, 

lo cual se relaciona con el hecho de que diferentes concentraciones de IL-6 inducen 

distinta respuesta de producción de IL-6 y que esta puede ser regulada en un tiempo 

corto porque a las 72 horas la producción de IL-6 es similar a la encontrada a niveles 

basales (sin estimulación). No tenemos una explicación para este fenómeno de 

inmunoregulación pero en estudios realizados previamente en nuestro laboratorio 

hemos encontrado que en sujetos normales la expresión de IL-6 puede regularse 

localmente por el sitio en que ocurre la respuesta que desencadenó su síntesis y 

que esta suele regularse en un corto tiempo (datos enviados a publicación). 

Se ha reportado el efecto de Ribovac® en la activación de algunas de las 

funciones de las células polimorfo nucleadas, en la estimulación de la producción de 

radicales libres del oxígeno, en la quimiotaxis y en la adhesión (Clot J 1997). 

En el trabajo de Bellanti et al. 2003, se demostró el efecto de Ribovac®, en la 

reducción de IRVRA, tanto en niños como en adultos. Este autor reporta que 

Ribovac® tiene efecto en la respuesta inmune al estimular linfocitos B policlonales y 

linfocitos T. 

En este estudio encontramos cambios a las 72 horas en la expresión de los 

marcadores CD3 y CD19 de células mononucleadas con Ribovac® y que este 

estímulo fue máximo a la concentración de 125 mg/mL de Ribovac®, lo cual muestra 

que Ribovac® induce la expansión de poblaciones de linfocitos, en particular células 

B a las 72 horas. Esto concuerda con el hecho de que Ribovac® induce la 

producción de anticuerpos específicos por linfocitos B efectores (células 

plasmáticas) en ratones y humanos. (Fontages et al.1980, Fontage et al. 1977, 

Michel et al. 1978). Una vez que los linfocitos B efectores son estimulados, migran a 

sitios de mucosa en donde se diferencian e inducen la síntesis de IgA donde son 

detectables unidades formadoras de anticuerpos específicos (Faure et al. 1990, 

Béné et al. 1993, Zain et al. 1994). En este estudio la coexpresión de CD3 y CD45 

fue máxima a las 72 horas de tratamiento de las células con 125 g/ml de Ribovac® 

lo cual apoya el hecho de que ocurre una expansión clonal de linfocitos dependiente 

de los ribosomas bacterianos y proteoglicanos presentes en Ribovac®, lo cual unido 
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al hecho de que no se apreció un aumento en la coexpresión de CD45 y CD19, 

sugiere que la expansión de células T es medible en término de incrementos de 

conteos celulares y que en la población de células B parece ser más importante el 

cambio hacia fenotipos efectores con mayor capacidad para producir anticuerpos. 

En próximos estudios es recomendable cuantificar células plasmáticas y usar 

marcadores de activación de célula B para demostrar el fenómeno de cambio  de 

linfocito B a un inmunofenotipo más maduro producto de la estimulación con 

Ribovac®  y correlacionar estos cambios con la respuesta de anticuerpos 

específicos. 

Un grupo de investigadores de Suecia observó un incremento en la actividad 

de las células NK cuando los leucocitos aislados de sangre humana periférica se 

incuban con Ribovac® durante 2 horas; este incremento fue estadísticamente 

significativo en comparación con la actividad basal después de 20 horas. En un 

estudio separado, la incubación con Ribovac® durante 20horas estimuló la actividad 

citotóxica, la migración y la secreción de citocinas por células NK (Ramstadt 1987, 

Allavena et al. 1989). 

En el año 1989 se documentó que Ribovac® estimula funciones citotóxicas y 

no citóxicas en células NK; en este estudio encontramos que Ribovac® indujo una 

disminución no significativa del total de células CD16+. Este cambio debe 

interpretarse en el contexto de la coexpresión de otros marcadores como CD56 y 

CD153 para analizar el destino de las subpoblaciones de células NK. Si 

consideramos que la mayoría de las células CD16+ fueron CD3- (inmunofenotipo 

NK), cabe mencionar que el marcador CD16 se asocia a alta citotoxicidad en células 

NK por lo que es posible que a pesar de no haberse detectado cambios en el 

número de células NK, puede existir una maduración en la respuesta de estas, lo 

cual se relaciona con la sobreexpresión de IL-6 encontrada en este estudio y con el 

aumento de la actividad NK reportada por otros autores (Ramstadt 1987, Allavena et 

al. 1989). 

CONCLUSIONES 

 Ribovac® tiene un efecto dependiente de dosis y tiempo de exposición en la 

expresión de IL-6 por células mononucleadas cultivadas con diferentes 

concentraciones de Ribovac® en tiempos de 4h, 6h, 24h y 72h. 
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 Ribovac®, tiene efecto en la expresión de marcadores de activación tardíos, 

en células mononucleadas. Sin embargo se observa que el efecto en la 

producción de marcadores de activación temprana como lo es CD25 y CD71 

no fue estadísticamente significativo; esto podría estar relacionado con el 

hecho de que las células no se encuentran en estado de proliferación. 

 Los resultados de IMF nos muestran los cambios cualitativos que muestran 

las células mononucleadas a diferentes concentraciones de Ribovac® y 

tiempos distintos. 
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ANEXO 1.-CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 

No. Descripción de la actividad Inicio Terminación 

1 Toma de muestra de sangre  08/01/2009 14/01/2010 

2 Determinaciones de laboratorio 08/01/2009 14/01/2010 

3 Registro electrónico de datos 08/01/2009 14/01/2010 

4 Procesamiento de datos 08/01/2009 14/04/2010 

5 Redacción de informe final y escritura de 

publicaciones 

08/01/2009 08/04/2010 

6 Difusión de resultados 21/04/2009 30/05/2010 
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