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RESUMEN

El Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) es una sustancia inmunomoduladora
utiizada como terapia en la inmunodeficiencia y en las infecciones ¢rénicas. El TNF-a
esta relacionado con algunas enfermedades que desencadenan un proceso
inflamatorio, como son: el choque séptico, SIDA, esclerosis mtiltiple, etc. En el presente
estudio probamos el efecto in vifro del EDL de origen humano y bovino en la inhibicidn
del TNF-o inducido por Lipopolisacaride (LPS) en sangre completa, asi como su
capacidad para modular el perfil de citocinas pro y anti-inflamatorias. Al cultivar células
mononucleares con EDL humano o bovine y LPS por 5 horas, la inhibicion de la
produccion del TNF-a fue dependiente de la concentracion del EDL, es decir; a mayor
concentracion de EDL mayor es la inhibicion del TNF-a. Ademas se realizé RT-PCR de
cada dichos tratamientos observandose la expresién de RNAmM que codifican para las
citocinas anti-inflamatorias IL-10 e |L-4 (citocinas TH,), ademas de una inhibicién on los
mensajeros de las citocinas INF-y y TNF-a (citocinas pro-inflamatorias). Estos resultados
sugieren que el efecto del EDL en la inhibicidon de la produccién de TNF-a inducido por
LPS es debido al potencial inmunomodulador; ademas, los extractos de origen no
humano pueden ser utilizados como afternativa terapéutica. El EDL puede ser utilizado
como terapia en enfermedades relacionadas con procesos de tipo inflamatorio.



ABSTRACT

Dialyzable leucocytes extract (DLE) is a immunomodulator substance used on
immunodeficiency and chronic’s infections. Tumor Necrosis Factor (TNF) is related with
inflammation process diseases, such as. shock septic, AIDS, multiple sclerosis, and
others. In the present study we tested the effect of the DLE from human or bovine source
in the inhibition of the production Lipopolysaccharide (LPS)-induced TNF-¢, on whole
blood. When the monocytic cells were simuitaneously exposed with DLE from human or
bovine and LPS by 5 hours, the inhibition of TNF-a production were dependent to
concentration of DLE. By RT-PCR shown the expression of mRNA for anti-inflammatory
cytokine IL-10 and IL~4 (TH; cytokine) and the inhibition of the mRNA for INF-y and TNF-
o (pro-inflammatory cytokine). These data suggest that the effect of the DLE on the
inhibition of production, Lipopolysaccharide-induced TNF-¢ is by its immunomodulator
potential on pro and anti-inflammatory cytokines, the DLE from bovine source is also use
as therapeutic alternative. The DLE can be use in therapy of diseases related with
inflammatory process.



Capitulo 1
INTRODUCCION

1.1. Respuesta Inmunolégica y Modificadores de la Respuesta Bioldgica

La respuesta inmune (RI), permite al organismo detectar, confinar y eliminar
microorganismos en general asi como ¢élulas malignas, incluyendo neoplasicas.”

La respuesta inmune especifica o adquirida se inicia cuando una célula de las
llamadas células presentadoras de antigeno (CPA), como macrofagos o dendriticas,
captan al antigeno (Ag) en su interior lo rompen en pequefios fragmentos (péptidos), y
los incorporan a las moléculas llamadas presentadoras de antigeno, producto de los
genes del llamado complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), de los cuales hay
varias clases siendo las mas importantes Clase | y Clase Il. Las moléculas de la clase |
presentan a linfocitos T citotdxicos (CD8) y las moléculas de la clase |l a linfocitos T
cooperadores (CD4). Una vez que los linfocitos T entran en contacto con la CPA y
reconocen el péptido, requieren de una segunda sefal para activarse la cual esta dada
por las moléculas de coestimulacién (CD40, CD28 y sus ligandos respectivos),
presentes tanto en la célula presentadora como en los linfocitos. Si todo lo anternor se
cumple los linfocitos que fueron capaces de reconocer a esos péptidos tanto clase |
como en clase |l se dividen y diferencian formando lo que se denomina una “clona”.'™

De los linfocitos T cooperadores CD4, existen a su vez dos subpoblaciones TH, y
TH; reconocidas solo por las sustancias que producen, liamadas citocinas. La poblacion
TH+, una vez activada es la responsable de la llamada inmunidad celular, que nos
permite eliminar microorganismos intracelulares. La pobiacién TH,, coopera con los
linfocitos B para una adecuada produccién de anticuerpos (inmunidad humoral). Existe
un fino balance entre las subpoblaciones TH; y TH,, y un desequilibrio entre éstas
puede canducir a infecciones, fendomenas de alergia o autoinmunidad y a una alteracion
en la Rl en general. Las dos subpoblaciones se regulan por medio de la elaboracion de
citocinas en forma cruzada, asi TH; produce interferon gamma (IFN-y), que inhibe a TH;
y a su vez TH, produce interleucina 10 (IL-10) que inhibe a TH, (Figura 1) %



INTRODUCCION 2

TH,/TH,
(Tipo 1/ Tipo 2)
INF-y ll__-1 2
Interregulacion
e EEm—
L4 1L-10
-4
IFN-y IL-5
-2 IL-6
IL-12 IL-10
L-13
Celular Humoral

Figura 1. Inmunoregulaclén entre THy y TH; . Hay dos subpoblaciones de células T, que se distinguen por la sintesis de
citocinas. La subpoblagién THy produce INF-y, IL-2 @ IL.-12 y [a TH,, se caracteriza por sintetizar IL-4, IL-5, IL-§, [L-10 e IL-
13. E! balance entre la produccitn de citocinas regula la respuesta inmune.

Los anticuerpos, producides por los linfocitos B activados, junto con el
complemento promueven el fenémeno inflamatorio. Este conduce a la salida de los
leucocitos de la sangre, los cuales liegan a donde estan los gérmenes por accion
quimiotactica seguida de opsonizacion y muerte de los microorganismos en el interior de
los fagocitos, neutréfilos y macréfagos, por accidon de las sustancias microbicidas
oxidantes derivadas del oxigeno y nitrégeno. Algunas de estas sustancias son el agua
oxigenada, el anion superdxido, el radical oxhidrilo, los halégenos activados, el
hipoclorito, el clorito y el éxido nitrico. Desgraciadamente el mecanismo anterior no es
suficiente para eliminar a los microorganismos intracelulares, Para eliminarlos es
necesarios que los linfocitos T, que reconocen al antigeno, promuevan el fenémeno
inflamatorio (via inmunidad celular), lo cual se lleva a cabo porque los linfocitos T liberan
citocinas que hacen esenciaimente lo mismo que en la inflamacion mediada por
anticuerpos y complemento pero con una diferencia importante, las citocinas producidas
activan a los macréfagos y ahora estos son capaces de eliminar a los microorganismos

intracelulares. '™
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Hasta ahora solo hemos visto como la Rl, es capaz de protegernos y esto
representa una ventaja selectiva importante. Sin embargo, también es capaz de causar
dafio como autoinmunidad, hipersensibilidad o alergia.” (Figura 2)

Inocuo \ ¥/
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Figura 2. Fallas en la Respuesta Inmunclégica. (a) Hipersensibilidad, (b) inmunodeficiencia y (¢) Autoinmunidad, ®

La mejor clasificacion de las alergias fue la elaborada por Coombs y Gell, que
consideran cuatro tipos. El Tipo | o mediada por reargininas, es la alergia clasica
causada por anticuerpos de la clase IgE, por ejemplo; choque anafilactico, asma
bronquial extrinseco y rinitis alérgica”™ El Tipo I, involucra los procesos de
autoinmunidad e hipersensibilidad, distinguiéndose tres subtipos; a) Subtipo Il citotéxico,
ocurre cuande una célula blanco se recubre de anticuerpos fijadores de complemento lo
cual la conduce a la lisis, o ser opsonizada por macréfagos o eliminada por el
mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), b) Subtipo H de
forma estimuladora, es una patologia en la cual un autoanticuerpo dirigido contra el
receptor de la hormona estimulante de la tiroxina (TSH), en las células tiroideas
estimula la produccion exagerada de la hormona con un consecuente hipertiroidismo y
el ¢) Subtipo Il forma neutralizante puede ser ejemplificado por autoanticuerpos dirigidos
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contra los islotes el pancreas que impiden una produccion adecuada de insulina
produciendo hiperglicemia.”™

La hipersensibilidad tipo 1ll esta mediade por complejos inmunes. Esta patologia
es relativamente frecuente y se da fundamentalmente en infecciones crénicas o en
padecimientos autoinmunes {lupus eritematoso), solo que en este caso se forman
complejos antigeno-anticuerpo (compiejos inmunes) cuando hay un exceso de antigeno,
lo que ocasiona que sean solubles y ante cualquier estimulo aumente la permeabilidad
capilar y estos salgan de los vasos y lesionen arteriolas en érgancs de gran importancia
como son: los rifones, las articulaciones, la piel y el corazén.™

La ultima llamada hipersensibilidad tipo IV, llamada también mediada por células,
se debe a la produccion exagerada y constante de mediadores (citocinas), derivados
principalmente de las células mononucleares, linfocitos ¥y monocitos que conducen a
procesos inflamatorios cronicos, como por ejemplo; las lesiones en la tuberculosis
pulmonar.”™

La estrategia que se ha seguido para tratar de corregir las deficiencias en el
funcionamiento del sistema inmunolégico ha sido el utilizar modificadores de la
respuesta biolégica conocidas también como inmunomoduladores. Un inmunomodulador
es una sustancia que directa o indirectamente modifica uno 0 mas componentes de la
respuesta inmune del huesped con el objetivo de tener un beneficio. Estas sustancias
median sus efectos activando, aumentando y/o restableciendo los mecanismos
efectores inmunolégicos o bien inhibiendo los mecanismos supresores.* En la Figura 3 y
el Cuadro 1 se observan algunos inmunomodulares y 7 vias de accién que ejercen los
mismos.

El Factor de transferencia (FT), es una preparacion heterogénea con efectos
demostrados sobre el sistema inmune, en la dltima década ha sidoe empleado como
“Terapia Inmunomoduladora inespecifica o especifica”. Es una material dializable,
aparentemente un ribonucleopeptidc de bajo peso molecular, no inmunogénico,
obtenido a partir de leucocitos humanos o de otro origen que se prepara
especificamente hacia un antigeno (Ag) determinado; como su nombre lo indica tiene ia
capacidad de transferir inmunidad de un individuo inmune a otro gque no tenga

respuesta.
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Figura 3. Modificadores de la Respuesta Bioldgica. Representaciin esquematica de las diferentes vias de accién qus
gjercen los Modificadores de la Respuesta Biologica en la respuesta inmune.

Cuadro 1. Vias de Accién de los Modificadores de la Respuesta Biolégica

Via1  Achvacion de macrdfagos BCG, C. parvum, Glucan, MDP, Bestotin,

Linfocinas (MAF, MiIF), Anfotericina B

Via2 Diferenciacién de células T Timasina, Timomodulin, Timopeietina,
Levamisol. Isoprinosine

Via3 Diferenciacién o activacién de células T Levamisol, TP1 y TP2, isoprinoside, 8CG,
Vitamina A, Timosin a1

Via4 Supresordecéiuias T Timosin, Timosin «1, Timomodulin, C. parvum

Via5 Efecto sobre células B Cimetidina, Isoprinoside, IFN, BCG, C. parvum,
Lentinan

Via8 Incremento en la respuesta de células T Azimexon, Tilorona, BCG, Lentinan, IFN, C.
parvum

Via7 Monocinas secretadas por macréfagos activados IL-§, IL-10, [L-12
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Actualmente se da el término del Factor de Transferencia a compuestos, que
median la respuesta de los linfocitos T que son antigeno especifico. Se uso el término
de “Exiracto dializable de leucocitos” del FT (EDL-FT), para describir al producto
enriquecido por un procedimiento adicional que elimina moléculas mayores de 12,000
Da.* Se sabe que los extractos obtenidos por el método de Lawrence contienen al
menos 200 diferentes moléculas con pesos moleculares de 1000 a 20000 Da y
solamente uno de ellos es antigeno-especifico: el FT es de un pese molecular de
aproximadamente 3500 Da.**

El interés del EDL comenzé cuando se demostro el beneficio clinico que ofrecia
su administracién en ciertas enfermedades relacionadas con una deficiencia inmune
celular, y cuando hay faita de respuesta a las terapias convencionales: 1) Enfermedades
infecciosas causadas por micobacterias, hongos, virus y parasitos; 2) Neoplasias; 3)
Inmunodeficiencias congénitas y adquiridas, 4) Enfermedades autoinmunes e 5)
Hipersensibilidad inmediata (Alergias), considerandose su empleo clinico libre de
efectos secundarios.

Pese a todo esto, existe un escepticismo respecto a su valor terapéutico por
parte de los especialistas, debido a que no s§e conoce con exactitud su mecanismo de

accion y estructura.

1.2. Efectos Bioldgicos y Mecanismo de Accién del Extracto Dializable de

Leucocitos

El primer estudio in vitro sobre el fenémeno de transferencia espacifica de antigeno con
Factor de Transferencia, fue realizado por Fireman y col. en 1967; a partir de esa fecha
se han observado miiltiples efectos debido a la gran actividad biclogica del Factor de
Transferencia en pacientes.®!

El EDL no solamente puede transferir la positividad a las pruebas cutaneas de
hipersensibilidad tardia, también produce ¢ inicia otras reacciones de inmunidad celular
(IC) como en el caso de inmunodeficiencias (Sindrome de Wiskott-Aldrich o
Coccidiomicosis cronica); se ha visto una inmunidad celular ya que se produce el Factor
Inhibidor de Macrofagos (MIF) y el Factor de Inhibicién de Leucocitos (LIF)."#®
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Cuando se incuban células no “respondedoras”™ a antigeno con dializados de
leucocitos después de cierto tiempo, éstas se convierten en productoras de LIF.*
Gottlieb, demostré que existen dos componentes de 3500 Da, capaces de amplificar la
produccion in vitro de LIF y MIF en células T CD4, pero no en células T CD8.* Dentro
del extracto dializable de leucaocitos se encontraron sustancias inespecificas de antigeno
que actuan directamente sobre la produccién de linfocinas por células T; las denomind
inmunoregufadores IMREG-1 e IMREG-2, por poseer la capacidad de incrementar la
estimulacion inducida por fitohemaglutinina (PHA), aumentar la produccién de IL-2, asi
como el niimero de sus receptores sobre células T.%"

Lawrence detectd dos actividades opuestas del Factor de Transferencia
especifico de antigeno, probando extractos de leucocitos cuyas moleculas oscilan entre
3500 a 12000 Da: a) una respuesta con funcion inductora/cooperadora, que denomind
Factor Inductor y b) una funcién supresora denominada como Factor Supresor; éstas
actividades se observaron cuando poblaciones de leucocites no inmunes se cultivaban
en presencia del Factor Inductor, donde los leucocitos adquirian la capacidad de
responder al antigeno en forma especifica; ademas, inhibia la migracién de los mismos
al cultivarlos en presencia del Factor Supresor, donde la respuesta especifica al
antigeno se bloqueaba y se prevenia la inhibicién de la migracion.®

Se ha observado que el EDL contiene un factor que potencia la actividad
citotoxica de las céluias asesinas naturales (NK), sobre lineas celulares establecidas
(K562, Daudi, HT29 Raji y MOLT4) induciendo que estas liberen INF-y. A este factor se
le denomind CySF-L2, cuyo peso molecular oscila en los 1000 Da es resistente al
tratamiento con proteasas y exopeptidasas pero sensible al tratamiento con
endoglicosidasa F 1838

El EDL induce ofros efectos bioldgicos in vitro como: el incremento de la
expresion de CD2 en linfocitos T, la activacién de monocitos/macréfagos y la produccion
de Interleucina-1 (IL-1), inhibe la citotoxicidad celutar dependiente de anticuerpos
(ADCC), mejora la actividad defectucsa de la quimiotaxis de los leucocitos y mejora ia
funcién de las células asesinas naturales (NK). En estudios in vivo, demuestran que el
EDL aumenta la reaccion contra injerto en pacientes inmunodeprimidos y aumenta la
ADCC vy fa actividad de las células NK 20,35:65.66.67

La accion inmunomoduladora del EDL, también se manifiesta por un aumento en
la actividad fagecitica de los neutrdfilos y macréfagos, un aumento en la poblacion de
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linfocitos T, un aumento en la sintesis de receptores de células T para la formacion de
rosetas y un aumento en el nimero de células formadoras de anticuerpo.*4*%

Otra actividad importante in vitro es que el EDL inespecifico de antigeno, tiene la
capacidad de inhibir la actividad de la transcriptasa reversa de! virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) asi como de inhibir la produccion del antigeno p24 %80

El indice de proliferacién celular y la sintesis de DNA, son eventos que se
presentan en sujetos normales pero no en pacientes inmunodeficientes, sin embargo
cuando estos pacientes son tratados con EDL son capaces de recobrar dicha capacidad
in vitro, aunque esto no ocurre en la mayoria.'*%

A pesar de las riquezas en efectos biolagicos que nos ofrece el EDL, su
mecanismo de accion no ha sido totalmente esclarecido. Hamblin y Dumonde, fueron los
primeros en mencionar que el FT actuaba como un expansor clonal. También se ha
sugerido que el FT contiene la informacion instruccional o genética especifica para
generar en células no sensibles la capacidad de responder a ciertos antigenos, el autor
también menciona que el FT funciona desreprimiende células previamente
sensibilizadas las cuales son capaces de responder. %1354

Lawrence y Borkowsky, postularon que la actividad especifica de antigeno en el
EDL arma subpobiaciones de células T directa o indirectamente via macrofagos a través
de una estructura especifica que se une al antigeno.5 Datos recientes sugieren que la
transferencia de la informacién inmunoldgica especifica, dada por las moléculas del EDL
requiere de la interaccién con una célula que ha sido genéticamente programada para
ser reactiva a un antigeno (active), pero el tiempo de interaccion no esta establecido.
Las moléculas det EDL interactian de igual manera a las regiones variables del receptor

de células T las cadenas alfa y/o beta, para modificar su avidez y afinidad por el

antigeno *!

1.2.1. Estructura y Caracterizacién del Extracto Dializable de Leucocitos

Los primeros intentos para purificar el FT fueron realizados por Baram y Mosko en 1965,
en un principio utilizaron columnas de DEAE celulosa y observaron que habia fracciones

capaces de transferir sensibilidad a la tuberculina; una de ellas la denominaron C-5, y la
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caracterizaron como un polinucleétido compuesto de adenina, guanina y citocina; la otra
fraccién activa la designaron como A-1, la cual no era dializable, eluia con la fraccién de
las y-globulinas y contenia ribosa.® Arala-Chéavez, mediante electroforesis de alto voltaje
determiné que las fracciones activas contienen proteinas.*

Durante la década de los 70’s, los diferentes grupos de investigacion utilizaron la
filtracion en gel para obtener sustancias activas contenidas en los dializados de
extractos celulares crudos; después esta metodologia solamente se utilizé como una
etapa previa para el fraccionamiento de materiales activos, para posteriormente utilizar
la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC) como paso final. De
este mado fue posible obtener diferentes fracciones para probar la actividad en cada
uno de ellas.®

El EDL se ha fraccionado por cromatografia en Sephadex G-10, procedimiento
por el cual se han obtenido 7 fracciones de las cuales 3 presentan actividad de Factor
de Transferencia; sin embargo cuando es separado mediante Sephadex G-15 se
obtienen tres fracciones siendo solamente una fraccién la que presenta capacidad de
inhibir la replicacion del VIH.* Por otra parte, cuando e! EDL es fraccionado mediante
Sephadex G-25, se obtienen 6 fracciones, siendo la cuarta fraccion la responsable de la
hipersensibilidad tardia en cobayos.*® Esta fraccion contiene acidos nucleicos y
proteinas en una relacion UV 254/280 de 5 y tiene un punto isoeléctrico de 1.6 y si se
subfracciona por cromatografia en biogel P2 o P-4, se obtienen las fracciones Tg1 y
Tx, siendo esta ultima la que presenta mayor hipersensibilidad retardada. La hipoxantina
es el principal componente en ambas subfracciones pero se determiné que no juega un
papel directo en la induccién de respuesta especifica e inespecifica.** Posteriormente
separaron la fraccién Tx en dos subfracciones diferentes por medio de HPLC 2

Con el proposito de encontrar un modelo estructural del EDL, se empezaron a
realizar estudios enzimaticos. Uno de los primeros trabajos fue ¢! de Lawrence, quién
determiné que el FT es resistente a DNasa, RNasa pancreatica y Tripsina, sugiriendo
que la molécuia activa del FT, es un nucledtido unido a un carboxilo terminal de!
péptido.*

Burger propuso un modelo con algunas caracteristicas interesantes: en donde el
FT esta formado por un azucar unido a un nucledtido (ADP-Ribosa) y un péptido;
determinando que una fraccion polipeptidica es importante para la actividad bioldgica, ya
que al utilizar “proteinasas especificas” (pronasa y proteinasa K) se elimina la actividad.”
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Por otra parte, la actividad del FT se inhibe cuando se utilizd la carboxipeptidasa A, la
cual elimina el grupo carboxilo terminal, mientras que la leucina-aminopeptidasa,
especifica del grupo aminoterminal no tiene ningin efecto. Aunque informes previos
sugerian que las endonucieasas no afecta la actividad del FT, posteriormente se
determiné que la fosfodiesterasa | (exonuclesa 3') inhibia la actividad, mientras que la
fosfodiesterasa 11 (exonuclesa 5) no, lo cual sugiere que el FT esta constituido
probablemente por un mononucleétido unido a un componente peptidico (Figura 4).
Ademas, Burger propuso un grupo adenosindifosfato-ribosa pues la actividad se elimina
con un tratamiento con ribosol-transferasa. Esta diferencia en los resultados pudiera

deberse a que la pirofosfatasa no sea capaz de romper la unién de ADP-ribosa.®
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Figura 4. Modelo estructural de Burger y colahoradores para el Factor de Transferencia Humano.

Fudenberg presentdé un modelo estructural para dos fracciones de FT humano,
denominandolas FT-H5 y FT-H7. Cada modelo esta representado por un
oligoribonucleopéptido conteniendo enlaces intemos 5’ y 3' fosfodiester para el acido
nucleico, mientras que el extremo 5’ del nucledtido esta unido al extremo aminoterminal
del péptido. El numero de nucleétidos y aminoécidos en cada actividad se desconoce,
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aunque el total proporciona un peso molecular aproximado de 3000 a 5000 Da. El FT-H5
presenta purinas internas y un fosfato extremo 3’ 0 2' no esencial para su actividad, el
FT-H7 posee pirimidinas internas (citocina ¢ uracilo), sin embargo no incluye el fosfato
externo 3' 0 2'. El fosfato se requiere para la actividad, la cual es eliminada con fosfatasa
alcalina bacteriana. También se propone que el péptido y el ribonucleétido estan unidos
covatentemente debido a que se bloquea la actividad exodegradativa de alguna de las

enzimas (Figura 5)™,

@y
N
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Figura 5. Modsios estructurales de Fudenberg y colaboradores para el Factor de Transferencla Humanao: (A) Factor
de Transferencia Humano H-5 y (B) Factor de Transferencia Humano H-7.

Por otra parte, Wilson trabajando con FT bovino, reporté algunas propiedades,
un peso molecular de 1100 a 3000, sensibilidad al calor (80 °C durante 30 min)
solubilidad en agua aungue precipita en etanol. Obtuvo una sola fraccion a través de
HPLC sensible a fosfodiesterasas, RNA U2, y nucleasa P1 mientras que con respecto a
las demas enzimas ya mencionadas se comportaba igual al FT humano. Proponiendo
un modelo de un oligoribonucleopéptido para el FT bovino, presentando muchas
similitudes con los dos modelos anteriores, excepto que este carece del fosfato terminal
2' 0 3’ (Figura 6).%
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Figura 6. Modelo estructural de Wiison y colaboradores para el Factor de Transferencia Bovino.

Kirkpatrick en 1988, propuso que el FT es una proteina y sugirié la posibilidad de
que esté constituido por 2 cadenas polipeptidicas unidas entre si por puentes disuifuro,
aunque no descarta la presencia de nucledtidos. De cualquier forma muchas preguntas
permanecen sin respuesta acerca de la naturaleza dei FT, pues no se sabe si la
transferencia de la inmunidad esta mediada por una o varias moléculas y no se entiende
con exactitud como una sustancia con un PM mencr de 5000 Da posea el rango de
variabilidad necesario para transferir inmunidad a tan diversos antigenos con
especificidad inmunolégica para cada uno de ellos.

1.2.2. Uso Clinico del Extracto Dializable de Leucocitos

La utifidad que tiene el EDL como inmunomodulador en el tratamiento de enfermedades
se basa en la capacidad que posee para desencadenar de una manera selectiva una
respuesta inmune celular especifica hacia un antigeno dado. Desde sus inicios y hasta
la actualidad el Factor de Transferencia ha sido ampliamente utilizado como terapia para
el tratamiento de diferentes enfermedades {Cuadro 2).
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Las primeras investigaciones con EDL, se realizaron en situaciones donde el
paciente se encontraba en un estado deteriorado, en enfermedades muy avanzadas con
abundante cantidad de antigeno, 1o que provocé escepticismo acerca de la utilidad
terapeutica del EDL. En los Gitimos afios varios equipos de investigacion han llevado a
cabo trabajos estandarizados con resultados mas precisos aungque en ocasiones
conducen a la controversia.

Cuadro 2, Casos en donde el Extracto Dializable de Leucocitos se ha utilizado como Terapia

. o terap I n estados de mmunﬁmenc;a priaria 0 secuana rctas ' un
disminucién de la actividad de {as células T.

= Como terapia convencional o adjunta en: a) Infecciones diseminadas agudas debidas a virus, hongos o bacterias
intracelulares regulamente en hospederos inmunocomprometidos. b) Estados de enfermedad maligna los cuales
estan an remision o no han sido diseminados. ¢) En enfermedades autoinmunes con posibles infecciones de
etiologia desconocida.

+ Como tratamiento profilactico para prevenir el desarmoilo de infecciones oportunistas.

¢ Como terapia convencional en enfermedades alérgicas.

Un probiema que se ha venido afrontando es la disponibilidad del FT de origen
de leucocitos humanos, ya que es la fuente predominante para su obtencién, para
resolver esto se han utilizado otras fuentes como el bazo o los ganglios linfaticos de
animales domeésticos, tal producto ha sido utilizado ampliamente en humanos por varios
centros e instituciones Hospitalarias teniendo como ventaja 1a posibilidad de seleccionar
la especificidad, vacunando previamente a los animales con el antigeno deseado.® El
EDL efaborado a partir de células de animales o de humanos es capaz de transferir

actividad especifica de antigeno a través de una amplia barrera de especies.!

1.2.2.1. Enfermedades Virales

El Factor de transferencia ha sido ampliamente utilizado como tratamiento de las

enfermedades causadas por herpesvirus : el Herpes Simples (VHS) tipos 1 y 2, Varicela
Zoster (VWZ), Citomegalovirus (CMV), Virus Linfotrdpico Herpético (HVHB) y Virus del
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Epstein-Barr (VEB). Los Herpesvirus estan ampliamente diseminados y sus infecciones
son comunes. Aunque suelen causar enfermedad benigna, pueden provocar morbilidad
y mortalidad significativas sobre todo en pacientes inmunocomprometidos.

La terapia con EDL-FT utilizada en pacientes con Herpes Zoster Sistémico (HZS)
ha sido de gran éxito. Infecciones son comunes en pacientes que reciben tratamiento
para linfoma, leucemia, 0 medicamentos inmunosupresores, asi como en aquellos
individuos inmuncdeficientes, pero cuando son tratados con FT, la respuesta inmunitaria
mejora notablemente.” El Factor de Transferencia también ha sido utifizado como una
alternativa para el tratamiento del Sindrome de Fatiga Cronica (SFC); enfermedad
relacionada con el Virus del Epstsin-Barr y el Virus Linfotropico Herpético 6 (HVH6), %16
La familia Herpesviridae constituye un grupo diverso de virus DNA que comparten una
morfologia comin, el modo basico de replicacidon, la capacidad para establecer
infecciones latentes/recurrentes y la importancia de la inmunidad celular para controlar
la infeccidn y causar sintomas. Pizza, Estrada-Parra y Meduri por separado, trataron
pacientes con hempes labial, genital y ocular con Factor de Transferencia especifico a
VHS tipo 1 y 2 con resultados positivos para eliminar esta enfermedad y sugirieron
establecer al FT como un agente terapéutico que evita la recurrencia de la
enfermedad. 315781

El factor de transferencia, en el caso del SIDA; logra prolongar la aparicién de los
sintomas tipicos del padecimiento en individuos seropositivos. Por otra parte, varios
grupos que utilizaron FT especifico obtenido de lineas linfoblastoides previamente
inducidas con el virus, observaron que éste es capaz inhibir in vitro !a trancriptasa
reversa. Estudios recientes indican que el FT especifico es capaz no solo de mejorar
clinicamente a los pacientes sino también de elevar el porcentaje de Linfocitos CD4 y de

bajar la carga viral. 2%

1.2.2.2. Enfermedades Infecciosas por Bacterias, Hongos y Parasitos

Intracelulares

El Factor de Transferencia como un inmunoestimulador derivado de leucocitos inmunes
se ha utilizado con gran éxito en el tratamiento de infecciones por hengos (Candida,
Coccidium), parasitos intracelulares (Schistosomiasis, Leishmaniasis, Cryptosporidiosis),
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infecciones bacterianas (Mycobacterium leprae, Mycobactenium tuberculosis,
Mycobacterium fortuitum, Salmonella cholerae suis, Salmonella dublin, Salmonella
Virchov, Brucella abortus, Actinobacillus pleuroneumoniae, Sepsis Bacterial,
Staphylococcus).®

En la actualidad sigue siendo un grave problema de salud las sepsis agudas o
generalizadas, a pesar de la aparicién de nuevos y muy potentes antimicrobianos de
segunda y tercera generacion. Sin embargo, éstos a su vez son capaces de facilitar el
crecimiento de otros agentes patdgenos especialmente cportunistas que antes de la
terapia se encontraban en equilibrio con los otros gérmenes. La sepsis grave o
generalizada tiene entre el 70 y 75% de mortalidad, aun con buena terapia
antimicrobiana y terapia intensiva. Cuando se aplicé FT a una poblacién abierta de
pacientes sépticos graves, junto con los antimicrobianos seleccionados se recuperaron
el 83% y fallecieron el 13% de la poblacién tratada, lo cual es de gran importancia. Por
otra parte, se ha observado que la terapia con FT, de la sinusitis, faringitis u ofitis media
ocasionada por agentes pidgenos resulta ser favorable.®

La Candidiasis mucocutanea, es una enfermedad a menudo asociada con otros
desordenes, agranuiocitosis, enfermedades malignas, lesiones en piel y membranas
mucosas, ademas de alteraciones en la inmunidad humoral y un defecto selectivo en las
células T. En este tipo de padecimiento el FT especifico ha tenido un gran impacto, ha
servido como adyuvante con la terapia ortodoxa (anfotericina B) desapareciendo !a
infeccion y evitando el fenémeno de recurrencia.”

En el caso de las infecciones por Micobacterias, esta la tuberculosis y la lepra,
estas dos enfermedades presentan formas polares, presentando un espectro entre los
dos polos. En la tuberculosis el polo maligno, o tuberculosis no reactora, esta
representado por pacientes que no responden a la intradermorreaccion al PPD, por lo
tanto son anérgicos y estan a pesar del mejor esquema antifimico, llenos de bacilos. En
la lepra el polo maligno, lo representan los pacientes lepromatosos que también tienen
una enorme carga bacilar y son negativos a la lepromina. Los pacientes de tuberculosis
no reactora y la cercana a este polo, que se han tratados con FT especifico comparados
con grupos placebo, ambas con antifimicos, han tenido una mejor evolucion a tal grade
que se sugiere que este tipo de pacientes deben ser tratados con el mejor esquema
antifimico y FT especifico. Los pacientes con lepra lepromatosa que reciben FT
especifico tienen una mejor evolucion que aquellos sin el FT especifico. Los casos
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tratados de tuberculosis extrapulmonar, especialmente los de vias urinarias, tratados
con FT especifico han mostrado una recuperaciéon muy notoria por lo que se recomienda

ademas del tratamiento convencional agregar el FT especifico.?®

1.2.2.3. Tratamiento de Neoplasias

En la mayoria de los casos el Factor de Transferencia se ha utilizado como terapia en
enfermedades crénicas infecciosas, sin embargo; en los Gltimos afios se ha empezado a
utilizar como terapia antineopladsica, obteniéendose en algunos casos resultados
favorables, como por ejemplo; en los pacientes con cancer de préstata, estadio D3, se
han observado remisiones completas, remisiones parciales y en algunos casos se evitd
la progresién a metastasis y se aumentd el promedio de sobrevivencia (>126 semanas),
el cudl es mucho mayor a los promedios reportados en la literatura para estos
pacientes.” Aunque haya casos espectaculares de remision con FT, especialmente con
FT especifico, el FT deberd utiizarse fundamentalmente comec coadyuvante en el
tratamiento del cancer, asociado a otras citocinas o al BCG, en combinacion con los
tratamientos ortodoxos como cirugia, radioterapia o quimioterapia. Existen numerosos
reportes en los que después de eliminar con cirugia la masa tumoral, el tratamiento con
FT especifico previene o retarda la aparicion de las metastasis que son las que
generalmente acaban con el paciente. El FT especifico se puede obtener en general de

convivientes de los pacientes o a partir de la inoculacion de determinantes antigenicos

tumoraies a bovinos.”7®

1.2.2.4. Tratamiento de Alergias

Una experiencia muy importante sobre la actividad inmunoreguladora del FT en México,
es sobre el tratamiento de asma bronquial extrinseca, en donde se ha observado un
75% de respuestas favorables. En los pacientes que han sido tratados con FT se ha
observado lo siguiente: un incremento favorable en las poblaciones de linfocitos
CD2'CD4" y en los linfocitos B, pero no de linfocitos CD8, una disminucién de la
peblacion eosinofilica, por otra parte en el suero de los pacientes, los niveles séricos de
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IL-6 e IL-8 incrementan, y la IL-10 permanece sin ningin cambio y no se detecta
TNF-a.?

1.3. Propiedades Bioldgicas del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

Actualmente se conocen dos tipos de TNF, el alfa conocido como caquectina y el beta
canocido como linfotoxina, se ha comprobado que ambas sustancias juegan un papél
importante como mediadores de la inflamacidn y el procesc de la respuesta
inmunologica.®® El TNF-a puede ser un estimulante natural de neutréfilos, el cual
promueve la adherencia hacia células endofeliales,**” incrementa la fagocitosis,
estallido respiratorio y degranulacion.®® También se ha encontrado que los macréfagos
activados con TNF-o destruyen mas efectivamente células cancerosas® ya que se ha
demostrado que es una sustancia Unica antitumoral con potente actividad necrotizante
contra tumores sdlidos en ratones,*® esta necrosis hemorragica es el resultado de la
destruccion de la mayor parte de la vascularizacion del mismo tumor.®®

El TNF-a fue identificado como un mediador de la necrosis tumoral presente en
el suerc de animales tratados con lipopolisacarido (LPS) y, funciona como el principal
regulador de la respuesta del huésped a bacterias gram negativas, jugando un papel en
la respuesta hacia otros organismos infecciosos ya que el componente activo de las
bacterias gram negativas es el LPS, llamado también endotoxina la cual se deriva de ia
pared celular bacteriana.’™®

A bajas concentraciones, el LPS estimula las funciones de los fagocitos
mononucleares y actda como un activador policlonal de células B, que contribuyen a la
eliminacion de la invasion bacteriana.! Sin embargo, a altas concentraciones el LPS
causa danc a tejido, coagulacién intravascular diseminada, y chogue séptico que
frecuentemente resulta en la muerte.'*

Los macrdfagos activados por LPS son la mayor fuente celular de TNF-a,
aunque las células T estimuladas por antigeno, las células NK activadas y las céluias
cebadas también pueden secretar esta proteina. El INF-y, producido por las células T,
estimula la produccién de! TNF- o por macréfagos activados con LPS. Asi, el TNF- ¢ es
un mediador de la respuesta inmune natural y adquirida y un importante eniace entre la
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respuesta inmune especifica y la inflamacién aguda.! Las acciones biolégicas del TNF-

a (Figura 7), asi como la de los LPS, son mejor comprendidas como una funcion de
cantidad.

Molbcuias de Adhealén
Factorss de Coaguischin

INv. B InhRclon de
Hpopioteinlipesa
Colagenasa

Figura 7. Actividades Biolégicas del Factor ds Necrosis de Tumor alfa (TNF-a). Aunque varios tipos de células
producen TNF- c, la principal fuente de citocinas son los monocitos/macréfagos. El TNF- o Induce un nimsro de cambios
pro-inflamatorios en células endoteliales, produccion citocinas, expresion de moléculas de adhesion, liberacion de
sustancias pro-coagulantes e induccion de INOS, Estas alteraciones pueden llevar a un chogue séptico. Ademas, el TNF-
a estimula células T y B, induce fiebre en cerebro, supresion de lipoproteintipasa en adipocitos (contribuyendo a la
caquexia) y estimula a los hepatocitos para producir 1as protefnas de fase aguda. En la artritis reumatoide, los fibroblastos
y los osteoclastos son células blanco para TNF-a. Abreviaturas: INF, interferén; IL, intereucina; iNOs, Oxido Nitrico
inducible sintetasa; TNF- , Factor de Necrosis de Tumor alfa. 2
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El TNF-a se produce en grandes cantidades por estimulos fuertes, de esta forma
entra a circulaciéon sanguinea, donde puede actuar como una hormona endocrina. El
TNF-o es un pirégenoc endégeno, el cual actia sobre células en regiones reguladoras
hipotalamicas del cerebro para inducir fiebre. En macréfagos y quizas sobre células
endoteliales vasculares estimula la secrecion de IL-1 e IL-6 a circulacion. Por otra parte,
en los hepatocitos incrementa la sintesis de ciertas proteinas séricas. La administracion
sistémica por largo tiempo de TNF-o. en animales provoca caquexia, estado
caracterizado por el gasto de misculo y células adiposas. La caquexia es producida
parcialmenie por la supresion mediada por el TNF-a de la sintesis de la
lipoproteinlipasa, una enzima necesaria para la liberacion de los acidos grasos a partir
de las lipoproteinas circulantes para ser utilizadas por los tejidos. Aunque el TNF-a por
si mismo puede producir caquexia en animales de experimentacion, otras citocinas
como la IL-1, puede ademas contribuir al estado caquéctico en ciertas enfermedades
tales como el cancer. "1%%

Cuando existe sepsis por bacterias gram negativas, se producen cantidades
masivas de TNF-¢, y Jas concentraciones séricas pueden exceder a 107 M. Los
animales que producen mucho TNF-a mueren de colapso respiratorio y coagulacion
diseminada, mientras que los anticuerpos contra el TNF-a pueden prevenir la
mortalidad, implicando que esta citocina puede ser un mediador critico para el choque
septico. Lo mismo se ha observado al administrar altos niveles de TNF-¢, onginando un
sindrome que se asemeja al choque.' Altas concentraciones de TNF-o. plasmaticas han
sido demostradas en una variedad de enfermedades inflamatorias e infecciones; tales
como: Sindrome séptico, Meningitis bacteriana, Sindrome distress respiratorio del
adulto, SIDA y Artritis reumatoide. 2 Cuadro 3.

Cuadro 3. Enfermedades Humanas relacionadas con concentraciones detectables de TNF-u plasméticas™

Infeccién

séptico.Meningtis bactenana, Malana cerebral, SIDA

Sind

Autoinmunidad Artritis reumatoide, Enfermedad de Crohn’s, Sarcotdiosis,Esclerosis
myltiple

Fallo Organico Sindrome distress respiratorio del Adufto,Fallo congestivo del

corazén, Infarto al miocardio, Fallo agudo del higado
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1.3.1. Inhibicién de la sintesis de TNF-«

Los agentes inhibidores de la produccién de TNF-a se han clasificado en tres grupos.

(Figura 8 y Cuadro 4)%

e Grupo [: La sintesis del TNF-a puede ser inhibida por citocinas comolalL4 y la IL-
10, que son citocinas del tipo TH,, asi como por prostanoides, adenosina y
cortiscosteroides.

e Grupo II: El procesamiento de la pro-proteina del TNF-a. puede ser inhibido por
compuestos inhibidores especificos de la TNF-metaloproteasa.

e Grupo Illi: Inhibiendo los efectos del TNF-q. en la célula blanco utilizando receptores
solubles TNF-a o anticuerpos anti-TNF-a..

Monocito Célula Bianco

Figura 8. El factor de Necrosis de Tumor alfa (TNF-x) es producido por monocitos seguidos de una estimulacién

por lipopolisacarido {LPS). El TNF-a puede ser inhibido por tres vias: (1) sintesis, (2) procesamiento y (3) efectos sobre
las célutas blanco, 2

La inhibicidon de la sintesis de TNF-a puede ocurrir de varias maneras: ya sea
inhibiendo la transcripcién, disminuyendo el tiempo de vida media del RNAm, o
inhibiendo la traslacion. Aunque algunas sustancias actiian en mas de un nivel, siempre
hay uno que predomina como por ejemplo; el inhibidor de la fosfodiesterasa, la
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pentoxifilina actda principalmente sobre la transcripcion, mientras que la dexametasona
inhibe la traslacion y la talidomida especificamente disminuye el tiempo de vida media
del RNAm para TNF-a.?2

Cuadro 4. Agentes que inhiben la produccidn del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) 2

Inhibicién de la sintesis de TNF< Citocinas L4, IL-10, TGF-p
Otros mediadores enddgenos Corlicosteroides, prostanoides,
adenosina, Histamina
Drogas sintéticas Pentoxifilina, rolipram,
ciclosporin A, talidomida
Inhibicién del procesamiento de TNF-x  Inhibicién de la TNF metaloproteasa Componente 2 y Gl 1294714
inhibicidn de los efectos del TNF-o Anticuerpos anti-TNF-u y receptores
solubles para TNFa

1.4, Hipdtesis
El Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) de origen Humano y Bovino inhibe la

produccion de TNF-o. inducido por LPS, modulando el perfili de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias.

1.5. Objetivo general

Caracterizar el efecto biolégico del Extracto Dializable de Leucocitos Humano y Bovino
en un sistema ex vivo, estimulado con Lipopolisacarido (LPS).

1.5.1. Objetivos especificos

e Preparar el Extracto Dializable de Leucocitos de Bovino (EDLB), a partir de bazo de
bovinos.



INTRODUCCION 22

Preparar el Extracto Dializable de Leucocitos de Humano (EDLH), a partir de una

linfocitoféresis.

Determinar si €l EDLH y el EDLB son capaces de inhibir la produccion TNF-a

inducido por LPS en un sistema ex vivo.

Comparar el efecto de los EDL Humano y Bovino en la inhibicion de TNF-a inducido
por LPS.

Determinar el efecto que ejercen el EDLH y EDLB en la expresion de RNA
mensajeros para citocinas THy (IL-4 e IL-10) y TH, (IL-2 & INF-y).

Determinar el efecto que ejercen el EDLH y EDLB en la expresion de RNA
mensajeros para citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1B, IL-12p40) vy
anti-inflamatorias (IL-10).
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Capitulo 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacién del Extracto Dializable de Leucocitos

La produccion de los Extractos Dializables de Leucocitos de origen humano (EDLH) y de
origen bovino (EDLB), se realiz6 con una modificacién del métede originalmente descrito

por S. Lawrence.®

2.1.1. Fuente de Leucocitos
2.1.1.1. Extracto Dializable de Leucocitos Humano (EDLH).

El EDLH se obtuvo a partir de donadores sanos, los cuales fueron negativos a la
presencia de anticuerpos contra Hepatitis B y C, Brucella, VDRL y VIH. Los donadores
se sometierocn a un procedimiento de linfocitoféresis, utilizando un separador celular
continuo “Plot Ceil Separator Fenwal CS3000 Plus” de la marca Baxter. La
linfocitoféresis durd de 3 a 4 horas, procesandose de 10 a 14 litros de sangre a un
tiempo de flujio de 40 a 60 mlUmin utilizando ACD (Citrato de Dextrosa) como
anticoagulante, una velocidad de centrifugacion de 840 a 920 rpm y un tiempo de
coleccion celular de 1.2 a 1.8 ml/min. El volumen final colectado fue de 200 a 250 ml,
con un 90 a 95% de linfocitos. Finalmente se contd el numero de linfocitos totales,
utilizando un Contador de células automatizado (Coulter Z1, Beckman) para determinar
el nimero de unidades de EDLH ( Una unidad de EDL equivale a 1 X 10° linfocitos),
inmediatamente se elimind el plasma mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 30
min a 10°C (Beckman Avanti J 25).
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2.1.1.2. Origen del Extracto Diafizable de Leucocitos Bovino (EDLB).

El EDLB se obtuvo a partir de bazo de bovino recién sacrificado, se colocaron en
solucién salina isotonica estéril libre de pirégenos y suplementada con penicilina-
estreptomicina (PES). En condiciones de esterilidad se lavo el bazo con solucién salina y
se eliminaron las porciones dafiadas; posteriormente se corté en pequenos trozos para
homogenizarios mecanicamente y se realizé una cuenta leucocitaria para determinar el
nimero de unidades de EDLB (Una unidad de EDL equivale a 1 X 10° leucocitos). El
homogenizado de las células de bazo, se centrifugd a 6000 rpm durante 30 mina 10 °C
(Beckman Avanti J-25) en frascos de boca ancha para eliminar el sobrenadante

2.1.2. Proceso de lisis celular, didlisis y almacenamiento.

Los paquetes celulares provenientes de la linfocitoferesis y de los bazos bovinos, se
sometieron a un proceso de 12 ciclos de congelacion-descongelacion continuos,
utilizando un sistema acetonarhielo seco para congelar y para descongelar un bafo de
agua a 37 °C. (PRECISION Mod. 25, U.S A.). Posteriormente, el lisado se dializé en
agua bidestilada estéril libre de pirégenos utilizando una membrana para dialisis
(Spectra/Por®4, U.S.A) con un poro de 12000 a 14000 Da, por un periodo de 48 h con
agitacion constante a 4 °C. La fraccidon dializable se esterilizé por filtracion usando
membranas de polisulfona (GELMAN) con un poro de 0.2 ym y se alicuoté a un volumen
apropiado para obtener una unidad por vial en frascos estériles libres de pirdogenos. Las
unidades se liofilizaron en un equipo Lyph-Lock Freeze Dry System (LABCONCO) y se
almacenaron a -70 °C, registrandose la produccion con un numero de lote.

2.1.3. Pruebas de Esterilidad

2.1.3.1. Determinacion de Endotoxinas

Esta prueba se realizd utilizando las Normas Oficiales de los Métodos Generales de
Analisis de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para la determinacion de



MATERIALES Y METODOS 25

endotoxinas MGA 0320.%' consiste en la gelificacion de Lisados de Amebocitos de
Limulus (LAL) a diversos tiempos. Se utilizé una cantidad representativa de las unidades
de EDL liofilizadas dependiendo del tamafo del lote (10%). El contenido de los viales se
mezclé con agua libre de endotoxinas y se verifico el pH, el cual debe estar entre 6.0 -
7.5 para la realizacién de esta prueba, en caso necesario se ajustd el pH utilizando HCI
0.1 NoNaOH 0.1N.

Un tubo de dilucién de 12 x 75 mm con 1 ml de agua bidestilada y dos viales de
prueba simple LAL, se incubaron en hielo antes de su uso. Inmediatamente se
aiiadieron 0.5 mi de la unidad de EDL a probar (previamente diluida en 1 ml de agua
bidestitada) al tubo de dilucién y se colocaron los tubos de dilucién en baino de agua
hirviendo por 5 min. Después se redujo la temperatura de los tubos que contenian la
muestra a probar a 30 °C. De esta solucidon se tomaron 0.2 ml y se afadieron a un vial
que contenian LAL y se agité suavemente para disolver el LAL completamente.
Posteriormente, se incubaron los viales @ una temperatura superior a los 37 °C en un
bano de agua y se observo si habia gelificacion del LAL en un tiempo de 2 horas. El
producto cumplié¢ los requerimientos de la prueba, si la muestra probada no gelificé el

LAL.

2.1.3.2. Determinacion de Pirégenos

Esta prueba se realizé utilizando las Normas Oficiales de los Métodos Generales de
Analisis de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para la determinacion de
endotoxinas MGA 0711.%' Se basa en el registro del aumento de la temperatura en el
conejo, como respuesta a la presencia de pirogenos principaimente endotoxinas, puesto
gue la reaccion fisioldgica del conejo a estos dltimos agentes, es similar a la del hombre.

2.1.3.3. Plaqueo para la Investigacion de la presencia de bacterias
Se utilizé una cantidad representativa de las unidades de EDL liofilizadas dependiendo

del tamario del lote (10%). La unidad de EDL liofilizada se resuspendi¢ en 1 ml de agua

destilada estéril y con 0.1 ml se inocularon cajas petri con medio selective para
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Estafilococos (Agar S110) y Agar Eosina Azul de Metileno (Agar EMB), asi como de
tubos que contienen Caldo soya tripticasa y Caldo tioglicolato. Se dejé incubar a 37 °C
por un periodo de 24 a 48 h, y se observo |la presencia de colonias en los medio
sembrados. Los lotes, cuyas pruebas hayan presentado crecimiento en cualquiera de

eéstos medios se descartaron.

2.2, Digsefo experimental

Sangre
Compieta
Cantrs! PSS PB LPS+PE EDLH LPS+EDLH EDLB LPS+EDLB

ELISA
THE< RT-PCR

3 Pro-inflamatonas
R (e

Flgura 9. Diagrama de Flujo del disefio experimental realizado para determinar el efecto del EDL en la inhibicidon
de {a produccitn del TNF-a inducido por LPS en sangre completa. Se trabajo con sangre completa diluida en Medio
RPMI-1640 en una proporcion 1:5. Para la inhibicidon de ia produccién de TNF-a inducida par LPS se probaron los
siguientes tratamientos: (1) Control, unicamente se cultivaron ceélulas de sangre completa, (2) LPS, se cultivaron las
células de la sangre con 2 ng/ml de LPS, (3) PB, se cultivaron las células con Pohmexina B a una concentracion final de
400 U/mi, (4) LPS+PB, se cultivé simultaneamente con 2 ng/ml de LPS y 400 U/ml de Polimixina B, (5) EDLH, se
cultivaron las células en presencia de 1 U/mi de EDL de ongen humano, (6) LPS+EDLH, se cultivé simultaneamente con 2
ng/mi de LPS y 1 U/ml de EDL de origen humano, (7) EDLB, se cultivé con 1 U/ml de EDL de origen bovino y (8)
LPS+EDLB, se cultivé simulténeamente con 2 ng/ml de LPS y 1 U/ml de EDL de origen bovino. Se cultivd por 5 horas a 37
°C con un 5% de CO,. De cada tratamiento se aspiraron los sobrenadante y realizé un ELISA para la determinacion de la
concentracién de TNF-a; ademas, se realiz6 RT-PCR para la determinacidn de la expresion de RNA mensajeros para las
citocinas TH, y TH,, y de las citocinas pro- y ant-inflamatonas en los tratamientos con EDL en donde se observd mayor
inhibicién de la produccion de TNF-o.
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2.3.Determinacion de la Inhibicién de la Produccion de TNF-a inducido por LPS en

sangre completa

Esta determinacion se utilizé con una modificacién basada en el método de Ojeda-Ojeda
y col.®® Se ariadieron 500 ul de sangre total (previamente diluida 1:5 en RPMI-1640 libre
de pirégenos) en una placa de 24 pozos. Como control de la produccion de TNF, se
utilizé sangre cultivada con LPS a una concentracion final de 2 ng/ml y un control para
la inhibicién de la produccion de TNF, sangre cultivada con LPS (2 ng/ml) y sulfato de
Polimixina B (400 U/mi). Se utilizaron 1, 0.5, 0.25 y 0.125 U/mt EDL de crigen humano o
bovino, con y sin LPS (2 ng/ml). Transcurridas 5 horas de incubacion de las muestras a
37 °C y 5% de CO, se procedio a colectar el plasma, mediante centrifugacion a 3000
rpm por 4 min. Las muestras se conservaron a -20 °C, hasta su evaluacién por el
método ELISA anti-TNF-a especifico ultrasensitivo (ELISA Cytoscreen™, ultrasensitivo,
BioSource International, Inc.) y se aislaron las Células Mononucleares Periféricas (CMP)
utilizando Lymphoprep (Gibco) para aistar los RNA mensajeros y realizar RT-PCR para
citocinas TH,, TH,, pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.

2.4. Aislamiento de Células Mononucelares Periféricas.

La sangre diluida 1:5 se deposité suavemente scbre un gradiente de densidad de 1.077
g/ml (Lymphoprep, Gibco, USA). Posteriormente se centrifugd a 1200 rpm por 30 min a
temperatura ambiente (Centrifuga Beckman GPR), al final de este procedimiento se
formé un anillo de células mononucleares periféricas (CMP) en la interfase, el cual se
extrajo con la ayuda de una pipeta estéril desechable. Las CMP se lavaron a 1200 rpm
por 10 min a 4°C y tres lavados mas pero a 800 rpm, para eliminar plaguetas; utilizando
como solucion de favado, NaCl al 0.85%. Finalmente las CMP se suspendieron &én un
volumen apropiado y se calculdé el numero de células totales, utilizando un Contador

automatizado (Coulter-Beckman).
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2.5. Método Transcriptasa Reversa-Reaccién en Cadena de la Polimerasa para la
Expresién de Citocinas TH, ,TH., pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en

Células Mononucleares Periféricas estimuladas con Extracto Dializable de

Leucocitos

2.5.1. Extraccion de RNA a partir de Células Mononucleares Periféricas

La extraccion del RNA se realizé de acuerdo al método de TRIzol (Gibco, BRL,
Gaithersburg, MD) basado en la técnica de Chomezynski." Se utilizaron 10 X 10° CMP
estimuladas con EDLB (1 U/ml), EDLH (1 U/ml), LPS (2 ng/ml), Sulfato de Polimixina
(400 Wml), LPS (2 ng/mi) con Sulfato de Polimixina (400 U/ml), LPS (2 ng/ml) con EDLB
(1 U/ml), LPS (2 ng/ml) con EDLH (1 U/ml) y sin estimular. Se les afiadié 1 ml de TRIzol
y se homogenizé en un vortex cuidadosamente, incubandose por 5 min a temperatura
ambiente. Pasteriormente, se afiadieron 200 pt de cloroformo y se agité suavemente por
inversion; enseguida se centrifugé a 12000 rpm por 10 min a 4 °C para extraer el RNA
en una fase acuosa (fase supenor). El RNA se precipité con 500 pl de isopropanol a -70
°C por 30 min y se lavé con etanol al 75%. Finalmente el RNA se resuspendié en 20 pi
de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se almacendé a -70°C hasta su uso.

2.5.2. Cuantificacion de la Cantidad y Calidad del RNA.

Para la cuantificacién del RNA se utilizdé un espectrofotémetro marca Beckman con Luz
UV modelo DU-650 y se leyeron absorbancias a longitudes de onda de 260 y 280 nm,
para caicularse la concentracién de RNA, se aplico la siguiente formula:

RNA (ug/ml) = (Azso x 0.040 pgiul X B)

Donde :
Azey: Absorbancia dada por el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm

B . Factor de Dilucidn
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Como parametro de la calidad de RNA se compard la relacion entre las
absorbancias de 260 y 280 nm (Azeo/A2s0), la cual debe estar entre 1.8 y 2.0 para ser
considerado de buena calidad, asi como; la definicion de bandas en un gel de Urea-

Poliacrilamida.

2.5.3. Produccion de DNA complementario (DNAc)

La primera hebra de DNAc se sintetizé a 37 °C por una hora; mezclando 5 pyg de RNA
total, 5 pi de Buffer 5X para sintetizar la primera hebra [250 mM tris-HCI (pH 8.3), 375
mM KCI, 50 mM Dithiothreitol y 15 mM MgCl], 0.25 pl de inhibidor de RNasa (RNAsin
10 U/ul), 0.5 pl de Mix dNTP's (25 mM c/u), 1 pl de oligo dT 2.1 (0.5 pg/pl) y 1pl de la
Transcriptasa Reversa de la Leucemia Moloney murina (M-MLV 200 U/ul) de la marca

Gibco, BRL, Gaithersburg, MD.

2.5.4. Deteccion de la Expresion de Citocinas TH; y TH; en Células Mononucleares
Periféricas estimuladas con Extracto Dializable de Leucocitos de Bovino por

PCR

Para amplificar los genes que codifican para las citocina TH; y TH;, se mezclaron 3.0 pl
del DNAc en presencia de Buffer 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI}, 0.75 ul
de MgCl; (50 mM), 0.25 ul de Mix dNTP’s [dATP, dCTP, dTTP y dGTP (25 mM c/u)],
30.0 pM de cada oligonucleétido [G3PDH, IL-2, IL-4, IL-10 o INF-y, (Cuadro 5)], y 0.5 pl
de Tag DNA polimerasa (Bioselec, 6 U/ul). Posteriormente colocaron en un
termociclador MJ Research PTC-200, el cual se programod con las temperaturas de
desnaturalizacién, alineacién y extension respectiva, dependiendo del gene a amplificar
(Cuadro 6). El analisis de los productos de amplificacion de PCR se realizé por un
corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5 %. La deteccion de los fragmentos
amplificados se llevé a cabo por una tincion del gel con bromuro de etidio (1mg/ml).
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Cuadro 5. Secuencias de los Oligonucledtidos para amplificar los genes de las Citocinas TH,y TH,
G3POH

Sentido : 5-ACC-ACA-GTC-CAT-GCC-ATC-AC-3' 452

Antisentido : §'-TCC-ACC-ACC-CTG-TTG-CTG-TA-3
IL-2 | Sentido. 5-CAT-TGC-ACT-AAG-TCT-TGC-ACT-TGT-CA-3' 305
Antisentido: 5’-CGT-TGA-TAT-TGC-TGA-TTA-AGT-CCC-TG-3
INF-y | Sentido: 5-GCA-TCG-TTT-TGG-GTT-CTC-TTG-GCT-GTT-ACT-GC-3 427
Antisentido:5'-CTC-CTC-TTT-CGC-TTC-CCT-GTT-TTA-GCT-GCT-GG-3
L4 Sentido. 5-ATG-GGT-CTC-ACC-TCC-CAA-CTG-CT-3' 456
Antisentido: 5'-CGA-ACA-CTT-TGA-ATA-TTT-CTC-TCT-CAT-3
IL10 | Sentido: 5-ATG-CCC-CAA-GCT-GAG-AAC-CAA-GAC-CCA-3 426
Antisentido: 5'-TCT-CAA-GGG-GCT-GGG-TCA-GCT-ATC-CCA-3'

*pb : Tamario del producto en pares de bases

Cuadro 6. Programa de amplificacion de los Genes que codifican para las Citocinas TH,y TH;

” F——— (e {261/ Nornpe (SR8 S0%). cngmomso ropemsin:
Parémetros GiPDH -2 INF-y 1L-10 L4

“Hot Start” 85/ 5 min 8575 min 95/ 5 min 95 /5 min 95 /5 min
Ciclos 30 35 40 40 40

Desnaturatizacién 95/ 1 min 95/1 min 85/ 1 min 95 /30 seg 95740 seg
Alineacién 5571 min 6571 min 6071 min 55730 seg 58740 seg
Extension 72/ 1 min 72/1 min 72/1 min 72 {1 min 72 /1 min
Extenslén Final 7215 min 72 /5 min 7215 min 7215 min 72/5 min

2.5.5. Deteccion de la Expresién de Citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
en Células Mononucleares Periféricas estimuladas con Extracto Dializable de
Leucocitos utilizando un MultiPCR (Maxim Biotech Inc.)

Para amplificar los genes que codifican para las citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias (G3PDH, TNF-a, IL-1B, IL-12p40, IL-8, IL-6 y {L-10) (Cuadro 7), se utilizé
un kit multiPCR. Se tomaron 2.5 pl del DNAc de cada una de las muestras y del control
positivo en presencia de 2.5 ul de Buffer MPCR 10XhSEP2G, 2.5 pl de oligonuciedtidos
MPCR 10 XhSEP2G, 0.5 ul de Taq polimerasa (Bioselec, 6 U/ul) y se aforo a un
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volumen de 25 pl. Inmediatamente se colocaron en un termociclador MJ Research PTC-
200, el cual se programé con las temperaturas de desnaturalizacién, alineacién y
extension (Cuadro 8). El analisis de los productos de amplificacion de PCR se realizé
por un corimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5 %. La deteccién de los

fragmentos amplificados se llevé a cabc por una tincion del gel con bromuro de etidio
(1mg/ml).

Cuadro 7. Programa de amplificacién de fos Genes que codifican para fas Citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias
“Hot Start” 94/4
Ciclos 30
Desnaturalizacion 9471
Alineacién 60/2
Extensién 7212
Extension Final 71T

Cuadro 8, Pares de bases de los genes amplificados por el multiPCR para las cltocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias.

IL-10 223
*pb : Tamafio del producto en pares de bases




32

Capitulo 3
RESULTADOS

3.1. Inhibicién de la produccién de TNF-a por el Extracto Dializable de Leucocitos

de origen humano y bovino en sangre completa estimuladas con LPS.

El EDL, de origen humaneo y bovino, inhibié la produccion de TNF-a en un sistema
endotdxico ex vivo, dicha inhibicion es dependiente de la dosis del EDL sin importar de
donde provengan los extractos de leucocites, es decir; a mayor concentracién de EDL
(humano o bovino) mayor es la inhibicién de esta citocina como se muestra en la Figura
10. Las células estimuladas en presencia de LPS (2 ng/ml) produjeron una mayor
cantidad de TNF-a (785.7+1.73 pg/ml), pero al cultivarlas en presencia de LPS y Sulfato
de Polimixina B disminuyé considerablemente la produccion de TNF-o a 19.5+1.73
pg/ml. En el tratamiento con LPS (2 ng/ml) y diferentes concentraciones de EDLH (1.0,
0.5, 0.25 y 0.125 U/ml) se observd una disminucion en la produccion de TNF-a de
17.34£0.45, 58.410.62, 194.5+0.36, y 326.2+0.36 pg/m! respectivameinte. El tratamiento
con LPS (2 ng/ml) y EDLB (1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 U/ml) también inhibi¢ los nivetes de
TNF-o a 32.740.4, 65.4+0.17, 146.8+0.65 y 204.4+0.55 pg/ml respectivamente,
determinandose que la inhibicidon de la produccion de TNF-a fue dependiente de la
concentracion del EDL, a concentraciones altas de EDL se observé una mayor inhibicion
de TNF-a. Asi de esta manera observamos, que el EDL de origen humano reduce la
secrecion de TNF-a inducido por LPS de 45.4-2.4 y el de origen bovino de 24.0-3.8
veces, de acuerdo a la concentracion utilizada del extracto, mientras que el control con

Sulfato de Polimixina B lo reduce a 40.3 veces.
Al comparar el efecto entre los dos tipos de EDL, el humano y bovino, se observo

que tienen la misma capacidad de inhibicién de la produccién de TNF-a inducido por
LPS. Sin embargo, cuando se utilizd 1 U/m! de EDLH se produjeron 17.3 £ 0.45 pg/mi
de TNF-a, menor a la obtenida con el EDLB (32.7 + 0.4 pg/ml); pero cuando se utilizé
con concentraciones de 0.125 U/ml el EDLB presentd una produccion de 204.4 + 0.55
pg/mi de TNF-a, menor a la producida por el EDLH (326.2 £ 0.36 pg/ml).
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Figura 10. inhibicién de ta produccién de TNF-a inducido por LPS con Extracto dializable de Leucocitos de origen
Humano y Bovino (EDLH y EDLB) en sangre completa. Se cultivaron células de sangre completa en una dilucton final
de 1:6 de donadores sanos con 2 ng/ml de LPS, para inducit la produccién de TNF<.. Como contral positivo de la
inhibicion del TNF-o,, se utilizaron 400 U/ml de Sulfato de Polimixina B y se probaron cyatro dosis de EDL (humano y
bovino) 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 U/ml.

3.2, Efecto del Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino en la
expresion de RNAm que codifican para Citocinas TH, y TH; en sangre
completa estimulada con LPS

Las Células Mononucleares Periféricas (CMP) se extrajeron de los siguientes
tratamiento: células estimuladas con LPS (2 ng/ml), Sulfato de Polimixina B (400 U/ml),
EDLB (1 /ml), EDLB (1 U/ml), LPS+Sulfato de Polimixina B, LPS+EDLB, LPS+EDLB y
células sin estimular, por centrifugacién en gradiente. El RNA total extraido de las CMP
se utilizd para sintetizar el DNA complementario (DNAc) por medio de la enzima
transcriptasa reversa M-MLV, posteriormente se amplificd por PCR (Reaccién en
cadena de la polimerasa) un gen constitutivo, que codifica para la enzima gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), obteniéndose un producto de aproximadamente
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452 pb para cada tratamiento, esto con el fin de determinar la integridad del DNAc
(Figura 11).

Inmediatamente se amplificé el DNAc para las citocinas TH4 (Figura 12 y 13). La
IL-2 (305 pb) no ampilifico en ninguno de los tratamientos efectuados. Sin embargo, €n
las células tratadas con LPS se observd la amplificacion para INF-y (427 pb), mientras
que en las células que fueron estimuladas en forma simultanea con LPS y EDL humano
o bovino, no se observé la amplificacion para INF-y. Ademas se amplificaron los DNAC
para citocinas TH,, IL-4 e IL-10, dando productos de 456 y 426 pb respectivamente, en
las CMP estimuladas simultaneamente con LPS y EDL humano o bovino, se observé |a
amplificacion de IL-4 y de IL-10; sin embargo, en las células estimuladas con LPS no se
amplificd el gen para IL4 pero si para IL-10, este Gltimo gen se amplificé con mayor
intensidad en las muestras estimuladas simultdneamente con LPS y EDL. (Figura 14 y
15).

1 2345878910

Figura 11. Anélisis de la expresion de G3PDH (452 pb) en Célulag Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simultdneamente con Lipopolisacarido {LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino
(EDLH y EDLB). Se amplificaron por RT-PCR muestras de CMP cultivadas simuft4neamente por 5h con LPS y EDL
Humano y Bovino (EOLH y EDLB), tal como se describe en materiales y métodes. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3}
Células + LPS (2 ng/mi), 4) Células + LPS (2 ng/ml) + Polimixina B (400 U/mi), 5} Células + Polimixina B (400 U/ml), 6)
Células + EDLB (1 Ufml), 7) Célitas + LPS (2ng/ml) + EDLB (1 Wml), 8) Célutas + EDLH (1 U/ml), 9) Células + LPS (2
ng/mi) + EDLH (1 U/ml) , y 10) Control positivo
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1 23458678 910

305 pb

Figura 12. Andlisis de la expresion de IL-2 (305 pb) en Células Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simultadneamente con Lipopolisacérido (LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino
(EDLH y EDLB). Se amplificaron por RT-PCR muestras de CMP cultivadas simulténeamente por 5h con LPS y EDL,
Humano y Bovino (EOLH y EDLB), tal como se describe en maleriales y métodos. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3)
Célules + LPS (2 ng/ml), 4) Células + LPS (2 ng/mi) + Polimixina B (400 U/ml), 5) Célufas + Polimixina B (400 U/mf). €)
Gélulas + EDLB (1 U/mi), 7) Células + LPS (2ng/mi) + EDLB (1 U/mi), 8) Células + EDLH (1 U/ml), 9) Células + LPS (2
ng/ml) + EDLH (1 U/ml) y 10) Control positivo

o 8 2 80 Ve 8\10

500 pb
400 pb

Figura 13. Anédlisis de la axpresion de INFy (427 pb) en Células Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simultaneamente con Lipopolisacarido (LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino
{EOLH y EDLE). Se amplificaron por RT-PCR muestras de CMP cultivadas simultdneamente por 5h con LPS y EDL,
Humano y Bovino (EDLH y EDLB), tal como se describe en materiales y métodas. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3)
Células + LPS (2 ng/mi), 4) Células + LPS (2 ng/ml) + Polimixina B (400 U/ml), 5) Células + Palimixina B (400 U/ml), 6)
Células + LPS (2ng/ml) + EDLB (1 U/ml), 7) Células + EDLB (1 U/mi), 8) Céiulas + LPS (2 ng/ml) + EDLH (1 Wmi), 9)
Céiulas + EDLH (1 U/mi) y 10) Control positivo
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23456783910

Figura 14. Anélisis de la expresién de IL4 (456 pb) en Células Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simuitaneamente con Lipopolisacérido (LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino
{EDLH y EDLB). Se amplificaron por RT-PCR muestras de CMP cultivadas simultaneamente por Sh con LPS y EDL,
Humano y Boving (EDLH y EDLB), tal como se describe en materiales y métodos. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3)
Células + LPS (2 ng/mi), 4) Células + LPS (2 ng/ml) + Polimixina B (400 U/ml), 5} Células + Pglimixina B (400 U/mi), 6)
Células + LPS (2ng/ml) + EDLB (1 Uiml), 7) Células + EDLB (1 U/ml), 8) Células + LPS (2 ng/ml) + EDLH (1 Wml), 9)
Células + EDLH (1 U/ml) y 10) Control pasitive

1 2 3 45 6.7 89410

426 pb

.......

Figura 15. Andlisis de la expresién de IL-10 (426 pb) en Células Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simultdneamente con Lipopolisacarido (LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos (EDL). Se amplificaron por RT-
PCR muestras de CMP cultivadas simultAneamente por Sh con LPS y EDL. Humano y Bovino (EDLH y EDLB), tal como
se describe en materiales y métodos. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3) Células + LPS (2 ng/ml), 4) Células + LPS (2
ng/mi) + Polimixina B (400 U/ml), 5) Células + Polimixina B (400 U/ml), 6) Células + EDLB (1 U/ml), 7) Células + LPS
(2ng/mly + EDLB (1 U/ml), 8) Célules + EDLH {1 U/iml), 8) Células + LPS (2 ng/mi) + EDLH (1 U/mi) y 10) Control positivo
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3.3. Efecto del Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino en la
expresion de RNAmM que codifican para Citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias por multiPCR

Con el fin de determinar si el EDL aparte de inhibir la produccion de TNF-o inducido por
LPS; puede inducir o inhibir alguna otra citocina involucrada en el proceso de
inflamacién, se determiné la expresion de RNAm que codifican para las citocinas IL-18,
IL-6, IL-8 y IL-12p40 en Celulas mononucleares periféricas (CMP) estimuladas
simultaneamente con LPS (2 ng/ml) y 1 U/mi de EDL humano ¢ bovino,

El RNA total extraido de las CMP de los diferentes tratamientos, se utilizd para
sintetizar el DNA complementario (DNAc), por medio de la enzima transcriptasa reversa;
a partir del cual se amplifico por PCR el DNAc, que codifica para la enzima
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). Se obtuvo un producto de
aproximadamente 452 pb, utilizado para determinar fa integridad del DNAc. (Figura 11).

Posteriormente se amplifico el DNAc para las citocinas TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8,
IL-12p40 e IL-10 en un sistema multiPCR (Maxim Biotech Inc.) dando productos de
amplificacion de 680, 556, 432,, 359, 300 y 223 pb respectivamente.

Las células estimuladas con LPS amplificaron para TNF-¢, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-
12p40 e IL-10, sin embargo; en las muestras que fueron cultivadas simultaneamente
con LPS y EDL humano o bovino amplificaron para IL-18, IL-6, IL-8, IL-12p40 e IL-10. La
IL-10 se sigue observando con una mayor intensidad en las muestras que fueron
cultivadas simultaneamente con EDL (humano o bovine) y LPS, ademas de que se
observd una disminucion en la ampiificacién para IL-12p40 mientras que las demas
citocinas no se muestra alterada su amplificacion, como se muestra en la Figura 16.
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1 2 3 45678910

G3PDH (921pb)

- TNF-a (680 pb)
IL-1p (556 pb)

- IL-1 432
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Figura 16. Anélisis de la expresion por multiPCR de G3PDH (821 pb), TNF-c (680 pb), IL-1p (556 pb), IL-12p40 (432
pb), IL-6 (359 pb), IL-8 (300 pb) o IL-10 (223 pb) en Células Mononucleares Periféricas (CMP) cultivadas
simultaneamente con Lipopolisacarido (LPS) y Extracto Dializable de Leucocitos de origen Humano y Bovino
(EDLH y EDLB). Se amplificaron por muttiPCR muestras de CMP cultivadas simultdneamente por 5h con LPS y EDL,
Humano y Bovino (EDLH y EDLB), tal como se describe en materiales y métodos. 1) PM Lader 100, 2) Células, 3)
Células + LPS (2 ng/mi), 4) Células + LPS (2 ng/ml) + Polimixina B (400 U/ml), 5) Células + Polimixina B (400 U/mi), 6)
Células + LPS (2ng/ml) + EDLB (1 U/ml), 7) Células + EDLB (1 U/mli), 8) Células + LPS (2 ng/ml) + EDLH (1 U/mi), 8)
Células + EDLH (1 U/ml) y 10) Control positivo
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DISCUSION

La produccidn incontrolada y excesiva de citocinas constituye un mecanismo patologico
importante en la activacién de respuestas inflamatorias sistémicas inducidas por LPS.
Los eventos asociados con respuestas dafinas a endotoxinas estan atribuidos a la
produccion excesiva de TNF-a por monocitos/macrafagos y otros tipos de células. Los
monocitos son altamente sensibles a bajas concentraciones de LPS (10 pg/ml)
producienda una sintesis rapida de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-o y la IL-
187

El LPS a bajas concentraciones estimula las funciones de los fagocitos
mononucteares y actlia como un activador policlonal de las células B, que contribuyen a
la eliminacion de la invasién bacteriana, sin embargo; a altas concentraciones causan
dafo a tejido, coagulacién intravascutar diseminada y provocan choque séptico, que
frecuentemente resulta en la muerte.? Cuando existe sepsis por bacterias gram
negativas, se producen cantidades masivas de TNF-a, y las concentraciones séricas
pueden exceder a 107 M. Los animales que producen mucho TNF-g mueren de colapso
respiratorio y coagulacién diseminada, pero esta mortalidad puede ser evitada
administrando anticuerpos monoclonales anti-TNF-~c.!

En este estudio se utilizé el Factor de Transferencia del Extracto Dializabte de
Leucocitos (EDL-FT), el cual es considerado un Modulador de la Respuesta Biologica
(MRB) debido a su potencial para restablecer un desequilibrio inmunolégico entre la
respuesta celular o humoral, la cual puede estar manifestada por estados de
hipersensibilidad o inmunodeficiencia transfiriendo inmunidad celular. Ademas, se
conoce que tiene la capacidad de inducir otros efectos biolégicos in vitro como: la
liberacion de citocinas (LIF, MIF, etc.), la activacion de monocitos/macrofagos, la
inhibicion de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC), el incremento de
la quimiotaxis, la actividad de células NK, incrementa la expresion de CD2 en linfocitos
T, etc. Sin embargo, en la actualidad existe un escepticismo en su valor terapéutico por
parte de los especialistas debido a que no se conoce con exactitud su mecanismo de
accion.
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Nosotros hemos demostrado en este estudio que el EDL de origen humano y
bovino es capaz de reducir enormemente la produccién de TNF-a inducido por LPS en
sangre compieta. Lo anterior coincide con lo reportade previamente por Qjeda-Ojeda y
col., ellos determinaron que el EDL de origen humano cultivado simultdneamente con
LPS en sangre completa reduce de 4-1.6 veces la produccion del TNF-o,* sin embargo;
nosotros encontramos que nuestro EDL de origen humano reduce la secrecién de TNF-
a inducido por LPS de 45.4-2.4 y el de origen bovino de 24.0-3.8 veces, probablemente
estas diferencias en el grado de reduccion de la produccion de TNF-o sea debida en
parte a la forma de obtencién del EDL, ya que ellos utilizan leucocitos estimulados con
virus sendai por un periodo de 18 horas.?® Por otra parte, la composicién variable de!
EDL y la obtencién de un principio activo no estandarizado puede explicar diferencias de
los resultados entre los dos estudios, lo cual sigue siendo un problema aun no resuelto.
Asi mismo, determinamos que el EDL bovino presenta el mismo efecio que el extracto
obtenido de leucocitos humanos al inhibir la produccién de TNF-a en un sistema
endotdxico ex vivo, ya que al aumentar la concentracidn del extracto humano o bovino
hay una mayor disminucién de la produccién de TNF-a en sangre completa (Figura 6).
El haber utilizado sangre completa activada policlonalmente (PHA) para este estudio
segun De Groote y col., nos provee mayor exactitud y la reproductibilidad de la
produccién de citocinas comparada con la estimulacién de Células Mononucleares
Periféricas (CMP), debido a que ademas los métados para aislar CMP modifican la
relacion de monocitos/linfocitos pudiendo influir en la produccion cualitativa y cuantitativa
de las citocinas. Sin embargo, en sangre completa no solamente se preservan las
interacciones naturales células-células, sino que también se mantienen los inhibidores y
estimuladores circulantes tales como los receptores solubles.!

Por otra parte, determinamos que el EDL humano o bovino, inhibe la expresion
del RNAm que codifica para las citocinas TNF-a e INF-y, pero no inhibe los mensajeros
de la IL-1B, IL-12p40, IL-6 e IL-8 que también son consideradas citocinas pro-
inflamatorias, por otra parte; induce los mensajeros para los citocinas
inmunoreguladoras con capacidad anti-inflamatoria la 1L-10 y la IL-4, esto nos indica que
el TNF-a es inhibido por el EDL debido a su potencial inmunomodulador sin importar su
origen de obtencion, es decir; el EDL provee un fino balance entre las subpoblaciones
TH, y TH,. Las dos subpoblaciones se regulan por medio de la elaboracidn de citocinas
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en forma cruzada, asi TH, produce interferon gamma, IFN-y, que inhibe a TH; y a su vez
TH: produce interleucina 10, IL-10, que inhibe a TH,.*® (Figura 1)

El LPS induce una rapida sobre regulacion de genes transcripcionales que
codifican para las citocinas inflamatorias, e incrementa la estabilidad de los mensajeros
y aumenta la expresion de las proteinas a nivet translacional **%2 | a mayor expresion de
RNAm que codifican para TNF-a se observa después de 0.5 a 2 horas de afiadido el
LPS y después disminuye,™ con una maxima expresion proteica de 4 a 8 horas.
Estudios previos sugieren que los monocitos comienzan a expresar TNF-a después de 5
a 15 minutos de ser expuestos al LPS.* Estudios realizados por Fiorentino y col.,
indican que la IL-10, es una citocina TH, con capacidad anti-inflamatoria que inhibe la
produccion de otras citocinas principalmente el INF-y, citocina TH.,* y que ademas
inhibe la produccién de otras citocinas pro-inflamatorias como son la: IL-1a, IL-1B, IL-6,
IL-8 y TNF-a, por monocitos activados por LPS, INF-y, o LPS+INF-y.*’ Igualmente Poll y
col., report6 que la IL-10 inhibe la produccién de TNF-a inducido por LPS, y que ademas
existe una autorregulacion entre las secreciones de TNF-a e IL-10."® La IL4, se
distingue por ser un factor de crecimiento y diferenciacion para célutas B, necesario para
la proliferacion y la secrecion de anticuerpos por célutas B en respuesta a un antigeno
proteico. Es también un factor de crecimiento de células T y puede actuar como un
factor activador de macréfagos pero puede antagonizar algunos de los efectos del INF-y
sobre los macrofagos, asi mismo, el INF~y por su parte es un potente activador de ios
fagocitos mononucleares e induce la sintesis de otras citocinas pro-inflamatorias tales
como el TNF-o." La IL-1 aumenta la proliferacion de célutas T CD4 y células B, induce
la sintesis de la misma IL-1 y de IL-6 por otros tipos celulares, incluyendo fagocitos
mononucleares, fibroblastos y células endoteliales. La IL-6 es una citocina pro-
inflamatoria que es sintetizada también por fagocitos mononucleares, células
endoteiiales y fibroblastos, al igual que la IL-1 y el TNF-a es secretada en la circulacion
en respuesta a una infeccion bacteriana pero tambien lo es por la misma IL-1 y por el
TNF-o..

La produccion del TNF-o. en cantidades exorbitantes, juega un importante papel
en el choque séptico. Las observaciones hechas en este estudio indican que el EDL
puede ser utilizado como una altermnativa terapéutica modulando el perfil de citocinas

anti-inflamatorias y pro-inflamatorias en la inhibicién de Ia produccion de TNF-« inducido
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por LPS, es importante seguir explorando nuevas alternativas terapéuticas de uso para
el EDL en donde se vea afectado la regulacion de las citocinas. Previamente se habia
reportado que en pacientes con choque séptico las concentraciones de Proteina C
reactiva se ven disminuidas por la utilizaciéon de EDL, sin embargo; es importante seguir
tratando de identificar el mecanismo de accién por el cual el EDL puede modular estas
acciones terapéuticas.

Los resultados expuestos en esta estudio son de importancia relevante para el
tratamiento de varias enfermedades, donde la secrecion de TNF-a juega un papel

patogénico, incluyendo asma, artritis reumatoide, SIDA y esclerosis multiple,’7882.83
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CONCLUSIONES

El Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) es capaz de inhibir la produccién de TNF-
o inducida por LPS.

El origen del Extracto Dializable de Leucocitos no importa en la inhibicion de la

produccion de TNF-o inducido por LPS.

La inhibicion de la produccién de TNF-a. es dependiente de la concentracion del
EDL.

El EDL inhibe la produccion de TNF-a inducido por LPS debido a su capacidad

inmunoregulatoria entre las subpobiaciones TH, y THa.
El EDL inhibe la produccion de TNF-a inducide por LPS mediante la induccion de
una citocina inmunoregulatoria como la IL-10, considerada una citocina TH» anti-

inflamatoria.

El EDL puede inducir la expresion de 1L-4, citocina inmunoregulatoria del tipo TH;

con capacidad anti-inflamatoria.

El EDL es capaz de inhibir la expresién de INF-y (citocina pro-inflamatoria).
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