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RESUMEN

Se ha informado que existe un estado de inmunodepresién tanto en
pacientes como en animales portadores de tumores malignos. Estudios in vitro
con células malignas han demostrado la existencia de factores inhibidores de la
activacion de los macroéfagos en el sobrenadante de los cultivos. Estudios
similares con el hormogenado celular de algunos tumores de tipo mastocitoma,

también han demostrado un efecto inhibidor sobre los macréfagos.

Lo anterior ha sugerido que la ¢élula cancerosa puede producir factores
que inhiben las funciones de los macrofagos, y de esta manera aseguran su
desarrollo. El objetivo de este trabajo fue identificar en el linffoma L5178Y

moléculas que inhiben la actividad de los macréfagos.

Como modelo experimental se utilizaron macréfagos peritoneales de
ratones tanto portadores del linfoma como de ratones normales estimulados
con tioglicolato. La activacion de los macrofagos se midio por la produccion de
nitritos, la cual fue inducida con lipopolisacaridos (LPS) y/o interferon-gama
(IFN-Y).

El liquido de ascitis libre de células (S1) y el homogenado celular (52)
se fraccionaron por ulirafiltracion con membranas de corte de 10 kDa,
cromatografia en columna de Sephadex G-25 y HPLC en fase reversa con una
columna NOVA-PAK C-18 y un gradiente de elucion de 0 a 40 % de

acetonitrilo/0.1% Acido trifluoroacético.

Los resultados mostraron: a) La presencia de un inhibidor de la
activacion de los macrofagos en el sobrenadante del liquido de ascits (76.70 %
de inhibicion) y en el homogenado celular (21.47 % de inhibicién), b} No se

encontro  diferencia en la respuesta de los macréfagos normales y los



macréfagos de linfoma en presencia del inhibidor, ¢) El inhibidor impide la
activacion por LPS perc no por IFN-Y, d) El inhibidor inhibe la activacion pero
una vez activados no tiene ningun efecto sobre elios, d) Por ultrafiltracién se
obtuvo una fraccién menor a 10 kDa con actividad inhibitoria (Si-10), e) La
fraccion S1-10 sometida a cromatografia en columna en Sephadex G-25
mostrd un perfil de 4 picos. La fraccidon con actividad inhibitoria correspondié al
pico 1 (fraccion 1-G25). f} E| cromatograma de Abs. a 220 nm de la fraccion 1-
G25 analizada por HPLC en fase reversa presentd un arreglo de 4 picos. La
capacidad de estas fracciones para inhibir la produccion de nitritos por
macrofagos peritoneales solo fue positiva para el pico No. 2 (fraccion 2-HPLC-
C-18), g). El perfil electroforético del FIAML mostrd 4 bandas de 25 a 32 kDa,
en condicicnes no reductoras y a temperatura ambiente, las cuales
probablemente correspondan a los  picos observados por HPLC. En
condiciones no reductoras y temperatura de ebullicion la fraccidn se polimerizd
ylo agregd dando origen a bandas de mayor peso molecular. El grado de
purificacion obtenida para éste factor fue de 3051 veces. De acuerdo a
nuestros resultados el FIAML suprime la activacion de los macrofagos pero no
induce su desactivacion, ésta caracteristica difiere con otros factores de
regulacion negativa ya descritos, como el TGF-8 12y 3, el MDF, el CGRP, la
IL-4 y la IL-10, los cuales desactivan a los macrofagos pero no inhiben su
activacion. El linfoma L5178Y expresa los genes que codifican para la IL-10,
sin embargo ninguna de sus caracteristicas fisicas o biologicas corresponden a

las del FIAML por lo que se descarta la posibilidad de que se frate de esta

interleucina.

Este trabajo nos permite establecer la existencia de un factor de
regulacidn negativa en el tumer L5178Y, cuyas caracteristicas quimicas y

biolégicas difieren de otros factores de origen tumoral reportados en la

literatura.



Considerando el alto grado de purificacion obtenida del FIAML, el
siguiente paso sera: por una parte, obtener su secuenciacion aminoacidica y su
clonacion, lo que permitira buscar en los bancos de informacion su posible
relacidn con otras proteinas. Por otra parte con esta metodologia, obtener
suficiente cantidad para inducir anticuerpos monoclonales y usarlos para la
busqueda de este factor tanto en otros linfomas como en otro tipo de tumores
malignos. Esto tltimo permitira establecer si se trata de un factor particular del

linfoma L5178Y o si resulta comun a otros tumores.



ANTECEDENTES



El sistema inmunolégico tiene como funcién principal, la conservacion de la
integridad del organismo, mediante mecanismos especializados para destruir
agentes de origen extrinseco que varian desde pequenas moléculas, virus,
parasitos intracelulares, hongos etc, hasta organismos mas complejos como los
metazoarias. No obstante, cada vez hay mas datas para sugerir que cuando
menos, parte del sistema inmunoldgico pudo haberse formado para combatir a
un tipo de parasitoc mucho mas insidioso, cuyo origen estd dentro del
organismo; camo es la célula neoplasica (Gordon, 1975). La respuesta inmune
ha sido clasificada en a) natural ¢ inespecifica y b) adquirida o especifica. La
primera, se encarga de proteger al organismo contra agentes exiranios,
mediante barreras fisicas y quimicas, linfocitos NK (Natural Killer) y células
fagociticas, entre otras. Y la segunda es iniciada mediante el reconocimiento
de antigenos extrarios por linfocitos especificos (Abbas y col., 1991).

La respuesta inmune, se clasifica en ; a) humoral, mediada por anticuerpos
y b) celular, mediada por las células del sistema inmune, sensibilizadas
especificamente (Bellanti, 1984).

Los principales constituyentes celulares del sistema inmune especifico son
los linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de antigeno (macréfagos,
células dendriticas) ( Roitt y col., 1993).



A. Caracteristicas Generales del Sistema Fagocito Mononuclear

El sistema fagocito mononuclear constituye la segunda poblacién celular
mas importante del sistema inmune y consiste de celulas que tienen en comun,
como funcion primaria, la fagocitosis. Todas las células de éste sistema se
originan en meédula désea y migran a los diferentes tejidos del organismo
(Abbas y col., 1991).

Los fagocitos mononucleares desarrollan tres estadios diferentes: a) El
estadio basal, al que se denomina “residente* por que no ha sido sometido a
ningun estimulo antigénico en particular, b) El estadio de competencia en el
cual, los fagocitos ya se enfrentaron a un estimulo antigénico, lo que significa
gue han sido estimulados y son capaces de desencadenar una respuesta
inmune, con la participacién de otras células y sus mediadores. ¢) El tercer
estadio metabdlico, lo representan los macréfagos “activados”, los cuales
fueron descritos por primera vez durante |la década de los afios 60 (Mackannes
y col., 1970) y presentan caracteristicas tales como, aumento considerable de
tamaiio, mayor adhesividad al vidrio, incremento en el nimero de vacuolas
intracitoplasmicas y elevada capacidad fagocitica (Adams y col., 1984).

Posteriormente, Adams en 1984, menciona que Evans y Alexander, asi
como Hibbs y Remington, encontraron que los macréfagos en estadio de
activacion, eran sumamente eficientes para destruir células neoplasicas,
empezando desde entonces a definirse el término “activacién”, como una
capacidad para mediar efectos antimicrobianos o antineoplasicos. Adams y
Hamilton, en 1984, propusieron definir el estado de activacion de los
macrofagos como: “ la modulacidn adecuada de una o varias de las
capacidades del macrofago, de tal suerte que una determinada funcion sea

incrementada o aparezca cuando previamenie no existia “ (Adams y col.,
1984).

Asi, los macrdfagos juegan un papel importante en la inmunidad
inespecifica por su habilidad para ingerir y destruir bacterias, células
deterioradas o células tumorales. También participan en la inmunidad mediada
por células, la cual es responsable de la defensa contra infecciones por virus,
hongos, bacterias y otras enfermedades parasitarias; ademas, estan



involucrados en reacciones de hipersensibilidad retardada, en rechazo de

transplantes y en la vigilancia inmunolégica contra la aparicidn de tumores
(Roitt y col., 1993).

Se sabe ademas que los macréfagos cuentan por lo menos con tres
receptores membranales para llevar a cabo su funcion fagocitica:
I) Receptores para la regién Fc (Fragmento cristalino) de las inmunoglobulinas,
con afinidad para los diversos isotipos de las mismas.
1l) Receptores que reconocen componentes del sistema del complemento.
Ill) Receptores que reconocen a las glicoproteinas que poseen residuos
terminales de manosa, fucosa o N-acetil-glucosamina (Imber y col., 1982) .

B. Pape! de los macréfagos en la respuesta inmune hacia tumores

La heterogeneidad biclégica de las células tumorales, requiere una
aplicacion terapéutica que reconozca y destruya células tumorales, pero que no
dane células normales. Los macréfagos tumeoricidas parecen cumplir con este
criterio (Pak y col., 1991).

El tejido tumoral es caracterizado por el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos, infiltracién celular inflamatoria y reaccién fiprética. El componente
inflamatorio del tejido tumoral, juega un papel importante en su expansion. Los
macrofagos constituyen la parte principal de la infiltracion celular inflamatoria y
pueden egjercer actividad citotdxica contra células tumorales. La acumulacién de
macréfagos en la vecindad del tumor sugiere el reclutamiento de monocitos
circulantes en sangre y la liberacién local de factores quimiotacticos por los
mismos (Martinet y col., 1992 y Van-Ravenswaay y col., 1992).

Una de las funciones principales de los macrofagos es su capacidad para
destruir células neoplasicas. Uno de los mzcanismos por los que ocurre la lisis
de estas células, es mediante la unién de los macréfagos a células
opsonizadas a través de los receptores para Fc. Posteriormente a esta union,
se requiere la liberacion de factores solubles por parte del macréfago para
completar la necrosis, entre estos factores se ha descrito el factor de necrosis
tumoral (TNF) (Adams y col., 1984, Munn y col., 1891 y Fulton y col., 1992).



Otro de los mecanismos descritos requiere de dos pasos:
a) La unioén de los macréfagos a las células tumorales, mediada por receptores
glicoprotéicos, (Imber y col., 1982) y,
b) La secrecibn de mediadores liticos, como la proteasa citolitica e

intermediarios del Oxigeno y Nitrogeno reactivos (IOR e INR, respectivamente),
entre otros.

C. Intermediarios del Nitrégeno Reactivos (INR), como productos de

secrecion debido a la accién de los macréfagos contra las células
tumorales

Los macrofagos activados pueden producir grandes cantidades de INR, los
cuales median algunas de las acciones citotoxicas de los macrofagos hacia las
células tumorales y microorganismos patégenos. Asi también, los INR median
algunas de las acciones citostaticas de los macréfagos mediante la inactivacion
de la enzima ribonucledtido reductasa, inhibiendo la sintesis de ADN (Acido
desoxirribonucleico) por las células tumorales (Nyoun y col., 1891).

Los INR y los IOR son dos grupos de compuestos inorganicos que poseen
un alto grado de reactividad quimica. Los IOR incluyen, el superdxido, el
peroxido de hidrogeno y en algunas poblaciones de fagocitos mononucleares,
los productos de la mieloperoxidasa. Los INR incluyen a los nitritos (NO27) , al
oxido nitrico y al diéxido de nitrégeno (Stuehr y col., 1985,1987) . La
produccion de INR por células de mamiferos fue descubierta recientemente
(Moncada,1289). Los INR derivados de los macrofagos son de gran interes ya
que; se producen después de un estimulo (Stuehr vy col,, 1985,1987) vy
parecen jugar un papel importante en las funcicnes anticancerigena vy
antimicrobiana  de los macréfagos activados (Granger y col., 1988).
Originalmente se sabia que los INR se generaban por una via no enzimatica de
oxidacion del amonio mediada por los IOR (Wagner y col., 1983 y Saul y col.,
1984). Mediante trabajos subsecuentes se reconocio gue los INR se generan
por una via enzimatica gue involucra la oxidacién de la L-arginina (lyengar y
col., 1987 y Hibbs y col., 1987).

Mauel vy col., en 1991, evaluaron diferentes métodos de activacion de los



macréfagos estimulados in vitro por los inmunomoduladores, LPS e IFN-Y, y
encontraron que ta medida de la produccidon de nitritos por los macréfagos
expuestos a los inmunomoduladores resultd ser el ensayo mas conveniente
sobre todos los métodos analizados, En base a estos antecedentes, se eligid
el método de medicion utilizado por Mauel, para nuestro estudio.

D. Evasion de la respuesta inmune por las células tumorales

El enfoque principal de la Inmunolagia tumoral, es entender las vias por las
cuales las células tumorales evaden su destruccién por el sistema inmune, a
pesar de su inmunogenicidad potencial. El proceso de evasion es
frecuentemente llamado “escape tumoral”, y puede ser el resuitado de uno o
mas mecanismos entre los cuales se ha descrito; la inmunosupresién inducida

por productos tumorales que afectan o inhiben las funciones de los macréfagos
(Abbas y col., 1991).

Se ha observado que el crecimiento tumoral induce innumerables cambios
en |los macréfagos como son: a) inhibicidon de la sintesis de citocinas (Walker,
1994); b) alteracidn de las funciones accesorias de los macréfagos durante la
proliferacion de células T disminuyendo la expresion de moléculas “la” del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il (Yurochke y col.,
1990 a; Yurochko y col., 1990 b y Walker y col., 1992); c) inhibicién de la
sintesis y funcion del Factor estimulador de colonias de los macréfagos y los
granulocitos (GM-CSF) (Walker y col., 1994). Lo anterior sugiere que las
células tumorales producen algun factor con actividad inhibitoria sobre el
sistema inmune, y de esta forma pemmiten que las células cancerosas evadan
la respuesta inmune.

E. Antecedentes clinicos de la inhibicion de la respuesta inmune
inducida por las células tumorales

Desde hace mas de dos décadas se ha observado frecuentemente que los
pacientes que desarrolian algun tipo de cancer, presentan upa actividad
disminuida de las células que conforman el sistema inmunolégico, presentando
inclusive una mayor susceptibilidad a infecciones (Hausman y col., 1973 y
Boetcher y col., 1974).
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Nimberg y col., en 1975, aislaron una fraccion peptidica, menor de 10 kDa,
del suero de pacientes de 42 a 87 anos de edad con cancer (el autor no
menciona el tipo de cancer de los pacientes). La fraccion peptidica suprimi6 la
proliferacidon de linfocitos in witro inducida por fitohemaglutinina (PHA), y el
numero de linfocitos en bazo determinado por la técnica de células formadoras
de placa (CFP). En el suero de individuos sanos no se localizd la fraccion
peptidica inmunosupresora.

Lichtenstein y col.,, en 1980, realizaron un estudio similar al anterior.
Evaluaron la respuesta inmune de acuerdo a la disminucion de la respuesta a
la PHA, al numero absoluto de linfocitos, monocitos y de células con
receptores para la porcion Fc de las inmuncglobulinas. Esto lo hicieron en 109
pacientes, de 19 a 85 afios de edad, con cancer de pulmén (13), de vejiga
(51), de mama (20), de cabeza y de cuello (25) El grupo control consistio de
individuos de 21 a 70 anos de edad, aparentemente sanos. Al comparar los
resultados obtenidos de los niveles evaluados en los dos grupos, observaron
que existian diferencias significativas entre los pacientes con cancer y los
individuos sanos, es decir, los primeros presentaron una respuesta inmune
notablemente disminuida en todos los ensayos probados, por lo que sugieren
que existe una interaccion entre las células malignas y la supresion de las
celulas del sistema inmune.

Por otra parte, Yamashita y colaboradores (1986), comprobaron Ila
presencia de una substancia inmunosuprescra (Sl) en el suero de 139
pacientes con tumores ginecoldgicos malignos (105 de cancer cervical, 15 de
cancer endometrial y 14 de cancer de ovario). Esta S| presentd una inhibicién
de la proliferacion in vifro de linfocitos humanos, inducida por PHA (Yamashita
y col., 1986). La Sl a diferencia de la fraccion inmunosupresora reportada por
Nimberg resultd ser una glicoproteina con un peso molecular de 52 kDa.
Yamanaka y su grupe Je investigadores en 1988, detectaron niveles elevados
de la misma substancia inmunosupresora (Sl) en el suero de 108 pacientes
con cancer de cuello y de cabeza.

Paralelos a estas investigaciones , se han llevado a cabo estudios para
determinar si l= respuesta antitumoral de los macréfagos es afectada de
alguna manera por substancias liberadas por las células tumoraies.
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Por ejemplo, Rhodes y su grupo de trabajo en el afio de 1979, investigaron
sobre la vigilancia inmunologica tumoral con el fin de responder a la pregunta:
:,De que manera, los tumores pueden resistir la defensa del huésped mediada
por los macréfagos?. Obtuvieron un factor de peso molecular menor de 25 kDa,
a partir del sobrenadante de cultivos de células tumorales obtenidas de
pacientes con cancer de vejiga, de mama y de pulmoén, el cual inhibe la
activacion de los macréfagos in vitro, retados con eritrocitos. La inhibicidon de la
activacién de los macrofagos fue medida observando la disminucion de la
expresion funcional de los receptores para la porcidn Fc de las
inmunoglobulinas G y una subsecuente disminucion en la formacion de rosetas
de los macrofagos vy los eritrocitos. Ellos concluyen que el tumor produce un
factor, semejante a la insulina que ejerce una presion selectiva sobre los
macrofagos y esto les permite evadir la respuesta inmune mediada por los
fagocitos mononucleares.

En 1981, Cianciolo y col., determinarcn la presencia de un factor inhibidor
de otras de las funciones de los fagocitos mononucleares, con un peso
molecular aproximado a 25 kDa que se encuentra presente en el liquido de
ascitis tumoral de pacientes con diversos tipos de cancer, adenocarcinomas de
pancreas, de ovario de pulmén, melanomas, linfomas, etc. Este factor inhibe la
polarizacién y quimiotaxis de los monocitos inducida por el quimiotactante, N-
formil-metionil-leucil-fenil-alanina {(FMLP). Con este estudio demostraron que
algunas efusiones cancerosas contienen nuevas proteinas que funcionan como
potentes inhibidores de la funcién de los monocitos y que son reconocidos por
anticuerpos que reaccionan con la proteina transmembranal de 15 kDa o
componente P 15 (E) de los retrovirus (virus de la leucemia murina). La célula

tumoral, al producir tal factor puede sobrevivir a la inmunovigilancia mediada
por l0os monocitos.

También, Siziopikou y col., en 1991, analizaron la inhibiciébn ce |la
activacion de los macréfagos alveolares en pacientes con cancer de pulmoén,
aungue no caracterizaron el factor o factores inhibidores de dicha activacion,
demostraron una vez mas que el sobrenadante de las células tumorales
induce la inhibicion de la activacion de los macréfagos activados con IFN-Y,
acetato de forbol miristato (PMA) y endotoxinas.
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F. Antecedentes experimentales {modelos animales) de la inhibicion de
la respuesta inmune inducida por las células tumorales

Desde 1972 existe el antecedente del estudio de los factores
inmunosupresores producidos en €l sobrenadante de cultivos de celulas
tumorales, cuando el grupo de Masaki (1972) llevé a cabo un estudio para
investigar el principio inmunosupresor de los componentes subcelulares del
tumor ascitico de Ehrlich. Para probar la actividad inmunosupresora de esta
fraccidn, evaluaron la inhibicidon de la respuesta inmune secundaria de células
linfoides obtenidas de ratones ddO inmunizados con Bacillus subtilis Yy
adyuvante incompieto de Freund, expuestas a la fraccidén de cromatina nuclear.
Llegaron a la conclusién de que la célula tumoral libera componentes
nucleares que actlan como agentes inmunosupresores en los érganos linfoides
del huésped que posee el carcinoma de Ehrlich.

También, Zolia en el ano de 1972, analizd el efecto de los
plasmacitomas en la respuesta inmune de ratones BALB/c, determinando el
numero de células formadoras de placa en el bazo de los animales portadores
del tumor y demostrd que los plasmacitomas causaron una supresiéon en la
habilidad del huesped para montar una respuesta primaria contra un estimulo
de eritrocitos de camnero, el nimero de CFP en el bazo de los ratones
portadores del tumor, fue inversamente proporcional al tamafio del tumor. En
base a sus resultados, propuso que es posible que los plasmocitos malignos
produzcan un factor soluble que interfiera con un paso especifico en la
respuesta inmune primaria.

Ofro estudio donde se demuestra la existencia de un factor inmunosupresor
de origen tumoral, es el realizado por Kamo y col,, en el ano de 1975,
demostraron una supresion de la respuesta anti-eritrocitos de carnero, cuando
las células de bazo de ratones DBA/2 y C57BL/6 portadores del tumor
(mastocitoma), fueron incubadas in vitro y puestas en contacto con eritrocitos
de carnero. Los mastocitos producen un factor menor de 12 kDa que provoca la
inmunosupresion de la respuesta celular y seglin explica Kamo es posible que
este factor tenga un papel importante como inmunoregulador de los procesos
malignos per se. Posteriormente, Cornelius y col., en 1988, encontraron que el
liquido de ascitis del mastocitoma P815 en ratones DBA/2, producia un factor
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de 10 kDa, el cual inhibe fuertemente la proliferacion de linfocitos estimulados
con mitégeno.

Nelson y col., en 1980, demostraron en un estudio in vitro que células
tumorales humanas de melanoma y de cancer de mama, producen substancias
qgue deprimen la liberacidén de Interieucina-2 (IL-2) por las celulas T murinas (
linea CTLL ) activadas con concavalina A 0 PMA. Los factares responsables
de la inhibicidn parecen estar también relacionados inmunologicamente a la
proteina retroviral de envoltura Pys (E) como fue reportado previamente por
Cianciolo y col. (1981).

Recientemente Hao y col. (1993) detectaron que las células metastasicas
de linfoma RAW117-H10 causaron una disminucion de la respuesta inmune en
ratones BALB/c portadores del linfoma; extrajeron, moléculas de superficie de
las células metastasicas por técnicas de isoelectroenfoque y determinaron que
estas moléculas inhiben la citotoxicidad mediada por células NK, la formacion
de colonias de granulocitos y macréfagos y la produccion de IL-2 por los
linfocitos T. La molécula supresora tiene un peso molecular aproximado de 70
kDa. Concluyeron que las células metastasicas del linfoma RAW117-H10
expresan moléculas inmunosupresoras que facilitan el crecimiento y metastasis
in vivo de las ¢élulas tumorales.

Aunado a estos estudios existen evidencias experimentales, que
demuestran la presencia de un inhibidor de la actividad de los macréfagos

tanto en el medio de cultivo como en el homogenado de células de origen
tumoral.

Fauve y col,, en 1974, analizando los efectos antiinflamatorios de las células
malignas obtenidas de ratones NCS, 129/Sv, C57/B16 y CBA, determinaron
Gue las células tumorales de teratocarcinoma, M1 y las 3LL, producen un factor
de peso molecular menor de 10 kDa, capaz de prevenir la reaccidn inflamatoria
de los macréfagos hacia las ¢élulas tumaorales, es decir, impide la diseminacion
y el reconocimiento de la celula tumoral por los macréfagos. También
demostraron que las células tumorales muertas no producen este factor.
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Snyderman y col., en 1976, demostraron que las células de sarcoma
o hepatoma deprimen la migracién de los macréfagos en ratones C3H/Hel.
Esta migracién, in vivo, fue suprimida en un 61 % y la respuesta quimiotactica
in vitro, de los macrdfagos peritoneales de los ratones portadores del tumor
resultd marcadamente deprimida. Paralelo a este estudio, Pike y col., en ei afo
de 1976, comprobaron la existencia de un factor inhibidor de peso molecular
menor a 10 kDa en ratones portadores de cuatro neoplasmas diferentes;
linfosarcoma, hepatoma, fibrosarcoma y teratocarcinoma. Este factor inhibe la
acumulacién de los macrofagos in vivo y la quimiotaxis in vitro.

North y col. en 1976, determinaron que algunos tipos de neoplasmas
malignos ( linfomas, sarcomas, mastocitoma P815 y carcinoma mamario)
disminuyen la respuesta inmune celular contra Listeria monocytogenes 0O
Yersinia enterocalitica, en ratones DBA/2, C57BL/8 y BALB/c infectados. Como
consecuencia de esto el higado del huésped es infectado por dichas bacterias,
ya que las células mononucleares del sistema inmune, estan aparentemente
inhibidas por la presencia de las células tumorales y los ratones estuvieron
expuestos al crecimiento bacteriano en el higado. Esto mismo fue observado
en 1982 por Szuro-Sudol y col. Ellos realizaron un estudio in vitro, referente a
la supresidn de la actividad antimicrobiana por productos de células tumorales
y sobre la supresion del metabolismo oxidativo de los macréfagos.  Utilizaron
células de mastocitoma P815 y diferentes lineas tumorales de linfomas
mantenidas en ratones BALB/c y DBA/2. Evaluaron el numero de parasitos
fagocitados y la liberacion de H,0O, (Peréxido de Hidrogeno) por los
macréfagos para medir su accién antiprotozoaria. Los resultados que
obtuvieron mostraron que los macréfagos liberaron niveles considerablemente
bajos de H,O, y la capacidad de fagocitar a los parasitos fue disminuida en un
90%. Lo anterior los llevé a la misma conclusién gue North, las células
tumorales pueden inhibir ta respuesta inmune celular del huésped contra
ciertos parasitos, de tal manera que estos pueden infe tar al huésped portador
del tumor {Szuro-Sudol y col., 1982 y 1983).

En 1986 Tsunawaki y Nathan, realizaron un estudio sobre Ia desactivacion
de los macrofagos peritoneales obtenidos de ratones de la cepa ICR y
activados con PMA y caseina. Ellos aislaron un factor desactivador de los
macrofagos (MDF) del sobrenadante de cultivo de células murinas del
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mastocitoma P815. Este factor suprime marcadamente la liberacién de H,0,
debido a la activacion de los macréfagos. Roit en 1993, define al MDF como
un factor de regulacidén negativa de las funciones efectoras de los macréfagos.
Asi también explica que existen otros factores que llevan a cabo esta funcion,
refiriéndose a los siguientes factores: el CGRP (péptido relacionado al gen

calcitonin), el TGF-B 1, 2, y 3 (factor de crecimiento transformante- beta) y la
IL-4 (interleucina-4).

Tsunawaki y col., en 1988, demostraron la desactivacion de los macrofagos
activados con caseina y PMA por el TGF-8 liberado por células tumorales Al
afo siguiente, este mismo grupo de trabajo compard el TGF-B con el MDF y
comprobd que a pesar de que estos dos factores son liberados por células
tumorales, son diferentes. Existen dos razones para concluir lo anterior; 1) El
MDF no es afectado por los anticuerpos que neutralizan al TGF-R, y 2) El
mecanismo de accion del TGF-B sobre la supresion de la explosion respiratoria
de los macréfagos no involucra alteraciones de la cinética de la enzima oxidasa
NADPH (productora del superdxido), por el contrario, el MDF suprime la
capacidad de los macrofagos para llevar a cabo la explosion respiratoria
debido a una disminucién en la afinidad de dicha enzima por el NADPH.

Hart y Nong en 1989, dieron a conocer a la IL4 y a el CGRP, como
factores desactivadores y de regulacion negativa de los macrofagos activados
con LPS e IFN-Y, al suprimir la capacidad de llevar a cabo la explosién
respiratoria de los macréfagos (Hart y col., 1889 y Nong y col., 1989). Ya, en
1990 Srimal y Nathan purificaron el MDF y lo describieron como un factor de
naturaleza peptidica, con un peso molecular aproximado de 13 kDa.

Por Jltimo, Fiorentino y col., en 1991, confirmaron la existencia de un
nuevo factor de regulacidn negativa (IL-10) de los macrofagos activados con
LPS e IFN-Y. Examinaron los efectos directos de la IL-10 en los macréfagos
peritoneales, Mac-1, B220 y las lineas celulares de los macréfagos,
IG.18.LA, y la PU5.1. La IL-10 inhibié la produccion de IL-1, IL-6 ¥ TNF-o de
los macrofagos activados con LPS e IFN-T.
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G. Antecedentes directos

En un trabajo previo en ratones portadores del linfoma murino L5178Y,
se observd que los macréfagos no desarrollaban su activacion normal cuando
se encontraban en presencia de los linfoblastos malignos (Gonzalez-Garza y
col., 1978), pero si la célula tumoral estaba dafiada o muerta, los macréfagos
desplegaban todo su potencial. Fauve (Fauve y col, 1974) hizo
observaciones similares trabajando con el teratocarcinoma PCC4, el melanoma
M1 y el tumor murino de pulmén 3LL. Lo que sugirié |a presencia de uno o
varios factores en la célula tumoral que bloqueaban 6 impedian la activacién de
los macréfagos.

H. PLANTEAMIENTO

Existen muchos tumores que pueden escapar de la respuesta inmune
del huésped. El enfoque principal de la inmunologia tumoral es entender las
vias por las cuales las células tumorales evaden la respuesta inmune, no
ocbstante de su potente inmunogenicidad. Los procesos de evasion son
frecuentemente llamados "escape tumoral”, y pueden ser el resultado de uno o
mas mecanismos, entre los cuales se encuentra la inmunosupresidon inducida
por productos tumorales que afectan las funciones propias de las células
encargadas de defender al huésped contra las células malignas. Dada la
importancia que desempefan los macréfagos en la respuesta inmune contra la
formacion de tumores y las consecuencias que lleva consigo la inhibicion de
las actividades de dichas células, es necesaria [a realizacidn de estudios que
nos conduzcan a identificar los factores liberados por las células tumorales
que provocan un deteriord en las funciones de los macréfagos. La purificacion
a homogeneidad de jos factores descritos a la fecha no ha sido conseguida en
la mayoria de los casos, por lo gue no se ha podido establecer una constante
general entre los diferentes inmunosupresores de origen tumoral. El estado
actual de este campo de estudio es muy controversial; consecuentemente es
necesaria la busqueda, purificacidn y caracterizacion de estos factores
inhibidores en otras células tumorales con el fin de establecer algun factor
comun que nos permita avanzar en el conocimiento de la relacidn sistema
inmunoldgico-célula tumoral.
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HIPOTESIS
Es posible que el mecanismo de activacion de los macréfagos en contra de
las células tumorales del linffoma murino L5178Y en ratones BALB/c sea

inhibido por la presencia de uno o varios factores producidos por la célula
tumoral.

OBJETIVO GENERAL

Identificacion y caracterizacion parcial del factor (s) inhibidor de la respuesta
de los macréfagos contra las células tumorales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Aislamiento y cultivo de los macréfagos peritoneales de ratones BALB/c
ncrmales.

2) Aislamiento y cultivo de los macrofagos peritoneales de ratones BALB/c
portadores del tumor L5178Y.

3) Montaje de las técnicas de activacion de los macréfagos.

4) Determinacidon de la posible existencia de un factor inhibidor de los
macrofagos, en el liquido de ascitis y/o linfoblastos del tumor L5178Y.

5) Caracterizacion parcial del factor (s) inhibidor de los macréfagos presente en
el liquido de ascitis y/o linfoblastos del tumor 1L.5178Y.
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MATERIALES

A. Origen de los reactivos.

1. Dodecil sulfato de sodio, seroalbumina bovina (fraccion V), reactivo de Folin
Ciocalteau, glicina, EDTA, cloruro de manganeso, cloruro de magnesio,
trizmabase, kit para electroforesis ( buffer electrodo 10X, buffer de muestra 2X,
buffer concentrador, buffer separador, acrilamida, N-N- metilen bis acrilamida,
persulfato de amonio, lauril sulfato (SDS), solucion de azul de bromofenol, 2-
mercaptoetanol, solucién de lauril sulfato 10 %, TEMED y marcadores de
pesomolecular), medio RPMI-1640, naftiletilendiamina, sulfanilamida, acido
epsilon amino caprdico (EAC), acido trifluoroacético (TFA), acetonitrilo,
Lipopolisacaridos (LPS), Interferén-gama recombinante de ratéon (rlFN-1). De
Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USA).

2. Sulfato de magnesio, caldo tioglicolato. De Merck (México).

3. Hidréxido de sodio, fosfato dibasico de sodio, fosfato monobasico de potasio,
fosfato dibasico de potasio, cloruro de sodio y acido clorhidrico. De Reactivos
Monterrey (México).

4. Penicilina G-sddica 200,000 Ul y sulfato de estreptomicina. De Lakeside S.A.
(México).

5. Bicarbonato de sodio, tartrato de sodio y potasio, y, acido acético. De J.T.
Baker de México.

6. Cloruro de potasio, fosfato dibasico de potasio. De Técnica Quimica S.A.
(México).

7. Metanol, nitrato de sodio. De Control Técnico y Representaciones (México).

8. Dithiothreitol. De Calbiochem (San Diego, Calif.).

9. Sephadex G-25 y G-50 finos. De Pharmacia Fine Chemicals AB (Uppsala,
Sweden).

10. NycoPrep 1.068. De Nycomed Pharma Centryfugation Media (Oslo,
Norway).
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B. Equipo de trabajo.

Material de diseccién

Balanza analitica (Sartorius)

Potencidometro (Beckman Century SS-1)

Centrifuga refrigerada (Damon/IEC,USA) B20 A, rotor 11/79 y 289
Revcoa-70°C

Termo-Bano (Felisa) Mod. FE-372

Vortex (Thermolyne, USA) T-37600

Lector de microplacas EIA multi-well reader (Sigma, USA)

Equipo de electroforesis (Bio-rad, USA)

Equipo de electroforesis (BLR, USA)

Fuente de poder (CAMAG)

Fuente de poder (LKB 2001)

Placa de calentamiento (CORNING, USA) PC-320
Espectofotémetro (Carl Zeiss, Alemania) Mod. PM Q Il

incubadora de CO, (National, USA)

Microscopio invertido Mod. "D" (Carl Zeiss)

Microscopio compuesto (Carl Zeiss)

Centrifuga refrigerada (SORVALL, USA) RC-3B

Cromatégrafo Waters 600 S Controller, con detector de diodos Waters 996
(Millipore) con Sistema Millenium version 2.0.

Colector de fracciones LKB, BROMMA, 7000 ultrarac.

Celdas de cuarzo de 1 ml

Laminillas de 55 X 5 mm

Hemocitdometro (American Optical Scientific Instruments Div. USA)
Microplacas de poliestireno de fondo plano con 96 pozos (Sigma, USA)
Columna de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala Sweden)
Liofilizadora LABCONCO, Freeze Dry-12 (USA)

Kit of Dialysis Cassette Sample, Slide-A-Lyzer 10 Kk (PIERCE, USA)

C. Animales de laboratorio.

Ratones de la cepa BALB/c, de & a 8 semanas de edad, de ambos sexos y
provenientes del bioterio del CIBIN, fueron utilizados. Los animales se
mantuvieron en el bioterio a una temperatura de 18 a 20 ° C, en jaulas de
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acrilico con cubierta de rejilla metélica y se alimentaron con nutricubos para
roedores (Lab. Diet. 5001 U.S.A.) y agua ad libifum.

METODOS
A. Preparacion del medio de cultivo RPMI-1640.

Se indican las concentraciones de las soluciones madre con un niimero
seguido de una X que representa su concentracion respecto a la solucion de
trabajo o solucion 1X. Se disolvid un frasco de medio en polvo RPMI-1640
suplementado con L glutamina (2mM), y se afiadieron 2.2 g de NaHCO,, 10 ml
de la solucién de antibidticos 100X y 100 ml de suero fetal bovino. Se ajustd el
pH a 7.0 y se aford a 1000 ml. Se esterilizd por filtracién a través de membranas
de nitrocelulosa HAWP (poros de 0.22 um), y se distribuyo el medio en
volumenes de 100 ml en botellas estériles de borosilicato con tapén de rosca, se
incubé el medio una semana a 36 © C, para probar su esterilidad y se almaceno
ad4ec(C.

SOLUCION DE ANTIBIOTICOS (100X).

Penicilina G-sédica 2000,000 U.l. y sulfato de estreptomicina 0.5 g , ambos
antibidticos se disolvieron por separado en 100 ml de agua desionizada. Se
esterilizaron por filtracion y se almacenaron a -20 © C, en alicuotas de 10 ml en
tubos estériles con tapon de rosca (16 X 100 mm, Pyrex).

SUERO FETAL BOVINO.

El suero se obtuvo a partir de sangre colectada en el rastro de la ciudad de
Monterrey, la cual al cuagularse permitio la separacion del mismo. Una vez
separado el suero, este se esterilizd por filtracién o a través de una serie de
filtros HAWP Millipore de 10 p a 0.22 y. Ei suero se disfribuyd en volumenes de
40 a 100 ml en botellas estériles de borosilicato con tapén de rosca. Previo a su
uso se descomplemento por calentamiento a 56 ¢ C por 30 min y se probé su
esterilidad, sembrando 1 ml de cada botella de suero a probar en 10 ml de
medio RPMI-1640 y se incubd por una semana, se almacené a -20° C.
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B. Composicién y preparacion de las soluciones.

MEDIO LIQUIDO DE TIOGLICOLATO AL 2%.

Se disolvieron 2 g de caldo tioglicolato en 100 ml de agua desionizada y se
esterilizé en autoclave, se almacend a temperatura ambiente, en alicuotas de 10
ml.

SOLUCION HOMOGEINIZADORA DE CELULAS 1 mM..

Se disolvieron 0.0930 g. de EDTA , 0.0328 g de acido épsilon amino capréico
(EAC) y 0.0385 g de dithiothreitol. Se aforé a 250 ml con agua destilada. Se
almacené en una botella estéril de borosilicato con tapdn de rosca y se
almacend en refrigeracion a4 ° C.

C. Determinacion de Nitritos por la técnica de Griess (Stuehr, 1989).

Consideramos utilizar 1a técnica de Griess para determinar la liberacion
de los nitritos por los macréfagos activados con LPS y/o IFN-Y en base a que se
ha demostrado que los nitritos juegan un papel primordial en la actividad
antitumoral de los macrofagos (Stuehr y col., 1989, Klostergaard y col., 1991 e
Yim y col.,, 1993). Ademas, en 1991, Mauel y col. comprobaron que la
estimacion de los nitritos liberados por los macréfagos activados por los
inmunomoduladores, LPS e IFN-Y, in vitro, es la técnica mas adecuada, con
respecto a otras técnicas de evaluacidon de productos téxicos antitumorales con
la ventaja de su gran reproducibilidad, bajo costoy alta confiabilidad.

Composicion y preparacién de las soluciones.

REACTIVO A

Se disolvieron 0.1 g de naftiletitendiamina en 100 ml de agua desionizada y
almacend en botella de borosilicato con tapon de rosca a 4°C.

REACTIVO B.
Se disolvid 1g de sulfanilamida en 100 ml de H,PO, al 5%. Se aimacend en
botella de borosilicato con tapon de roscaa 4°C.
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CURVA ESTANDAR DE NaNO, .

Se disolvieron 0.068 g de NaNO, para obtener una solucion 1 mM en 100 ml
de agua desionizada. A partir de esta solucidn se hizo una curva con
concentraciones de 0.244, 0.488, 0.976, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125,
250 y 500 pM.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS NIVELES DE NO, , EN
EL MEDIC DE CULTIVO DE LOS MACROFAGOS.

Se tomaron 100 pi del medio sobrenadante de los macrofagos cultivados y
se agregaron 50 pl del reactivo A de Griess mas 50 pl del reactivo B, la mezcla
se incub6é por 10 minutos a temperatura ambiente y se leyé en el lector para
microplacas (ELISA) a 545 nm. La concentracidn de nitritos se obtuvo por
extrapolacién en la curva estandar. Los ensayos se realizaron por triplicado.

D. Cuantificacion de proteinas.

La concentracién de proteinas bioldgicas se determind por los métodos de
Lowry (Lowry, 1951) y el método de Lowry modificado por Hartree (Hartree,
1972). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Método de Lowry. Composicién y preparacién de las soluciones.

SOLUCION A

Se disolvieron 2 g de carbonato de sodio en 100 ml de hidrdxido de sodio
0.1 N. La solucién se almacend en una botella estéril de color ambar de
borosilicato con tapon de rosca a temperatura ambiente.

SOLUCION B.

B1. Se disolvieron 2 g de tartrato de sodio y potasio en 100 ml de agua
desionizada.

B2. Se disolvid 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en 100 ml de agua
desionizada y se almacend en una baotella estéril de color ambar de borosilicato
con tapdén de rosca a temperatura ambiente.

SOLUCION C.
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Se diluyd 1 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu con 15 ml de agua
desionizada. Esta solucidn se prepar6 al momento de utilizarse.

SOLUCION D

Mezcla de reaccién; se mezclaron 0.5 ml de la solucion B1, 0.5 ml de la
solucién B2 y 50 ml de |a solucidn A.

SOLUCION ESTANDAR (SAB 1mg/ml).

Se disolvieron 25 mg de sercalbumna bovina (Fraccion V) en 25 ml de agua
desionizada con agitacion lenta.

Método de Hartree. Composicion y preparacion de las soluciones.

SOLUCION A.

Se disolvieron 25 g de carbonato de sedio y 500 mg de tartrato de sodio y
potasio en 100 ml de agua desionizada, se agregaron 125 m! de hidraxido de
sodio 1N y se aford a 250 ml con agua desionizada. La mezcla se almacend en

una botella estéril de color dmbar de borosilicato con tapon de rosca a
temperatura ambiente.

SOLUCION B.
Se disolvieron 250 mg de sulfato de cobre y 500 mg de tartrato de sodio y
potasio en 15 ml de agua desionizada, se le agregaron 2.5 ml de hidrdxido de

sodio 1N mas 22.5 mi de agua desionizada. Se almacend a temperatura
ambiente.

SOLUCION C.

Se diluyd 1 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu con 15 ml de agua
desionizada. Esta solucién se prepard al momento de utilizarse.

SOLUCION ESTANDAR (SAB 1 mg/ 1 ml).
Se disolvieron 100 mg de seroalbumina bovina (Fraccién V) en 20 ml de
agua desionizada con agitacién lenta y se aforé a 100 ml con agua desionizada.



PROCEDIMIENTO:

Tabla |. Determinacion de proteinas por el método de
Lowry.

Estanda Muestra NaClpul Sol.D 10min Sol. C 30 minT.A.

r ASB (0.85%) pl - T.A. (obscuridad)

ul

BLANC 0 400 2 v 200 v
O

BLANC 0 400 2 v 200 v
O

10 10 390 2 v 200 v

20 20 380 2 v 200 v

30 30 370 2 v 200 v

50 50 350 2 ve 200 v

100 100 300 2 Ve 200 v

150 150 250 2 v 200 v

200 200 200 2 v 200 v

250 250 150 2 v 200 v

La lectura de Absorbancia se realiza con las siguientes condiciones:
Fiitro de luz S 500 o0 550 nm
muestras —————— leer por triplicado
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PROCEDIMIENTO:

Tabla ll. Determinacion de proteinas por el método de
Hartre (micrométodo).

Agua . Estandar SolA 10 12 Sol 10 Sol C
desionizada  ASB ol min min B min ul
ul ul 50°C  T.A ul TA
250  BLANCO 200 < 20 v 700
200 0 200 v 20 v 700
150 100 200 v 20 v 700
100 150 200 v 0 v 700
50 200 200 v 20 v 700
- 250 200 v 20 v 700
Missst 200 200 v v 20 v 700
M 150 200 v/ 20 v 700

En la microplaca de lectura se colocaron 200 ul de cada uno de los
tubos iniciando en la posicién A1 con el blanco y en seguida se colocaron las
soluciones del estandar por duplicado, de menor a mayor concentracion, se
colocaron también tas muestras por duplicado en seguida de la curva. La placa
se introduce en el lector de microplacas, programado bajo las siguientes
condiciones:

Filiro de luz = e~ -_— 492 nm

Método ————— regresion lineal

Coordenadas  -———-—-— Y= absorbancias, X= cancentracion
Calibrador -———emme—o- - 50, 100, 150, 200, 250

Calibrador y muestras ---—--- leer por duplicado
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E. Método de ultrafiltracion.

La muestra S1 (2ml) se diluyd en una cantidad equivalente de PBS y se filtré
a traves de una camara de amicon (Pharmacia) utilizando membranas de corte
(DIAFCO) de peso molecular de 10 y 100 kDa con presion de nitrogeno.

F. Cromatografia por filtracién en gel, en columna de Sephadex G-25
y G-50.

Composicion y preparacion de las soluciones.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS).

Se pesaron 6.5 g de NaCl ; 2.8 g de K.HPO, ; 0.5 g de KH,PO, y se
diluyeron en 100 ml de agua desionizada estéril ajustando el pH a 7.4-7.5 con
NaOH 10 N. La solucion se esterilizé en autoclave y se almacené a temperatura
ambiente, en alicuotas de 100 mi

RESINA DE SEPHADEX G-25.
Se hidrataron 9 g de Sephadex G-25 en 150 ml de PBS. La suspencién se
dejé reposar al menos 180 min antes de utilizarla.

RESINA DE SEPHADEX G-50.
Se mezclaron 4 g de Sephadex G-50 en 100 ml de PBS. La suspencion se
dejé reposar al menos 180 min antes de utilizarla.

Procedimiento:

A) Se montd una columna de 30 cm de largo y 2 em de diametro en posicion
vertical, mediante un sujetador localizado a un lado del colector de

fracciones.

B) Se agregod buffer PBS, hasta la mitad de la columna. y en seguida se agrego
lentamente el Sephadex hidratado en PBS por 3 h.

C} Se reguld la salida del buffer mediante una manguera delgada que sale de la
parte inferior de la columna, a manera que la resina se fuera empaquetando
hasta llegar a 2 em del extremo superior de la columna.

D) Se agregaron gota a gota 500 pl de la muestra.
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E) Se obtuvieron al menos 75 fracciones de 1 ml en los tubos de ensayo
colocados en el colector de fracciones, regulando la velocidad a un tiempo de
500plf min por tubo.

G) Las fracciones se leyeron a una densidad optica de 280 nm.

G. Método de liofilizacion.

Se colocaron de 2 a 3 m! de la muestra 1-G-25 en cada una de las
ampolletas, especiales para el proceso de la liofilizacion, Las ampolletas se
refrigeraron en posicion horizontal a -70 * C en el Revco hasta que estuvieron
perfectamente congeladas. Posteriormente se transportaron a la liofilizadora en
un recipiente contenedor de una mezcla de gas carbodnico-acetona o nitrégeno
liquido y se colocaron en los tubos del rotor de la liofilizadora, una vez que se
comprobd que el aparato alcanzd las condiciones de temperatura (-50 ¢ C) y
vacio (25-50 micrones) deseadas.

H. Método de dialisis.

En este procedimiento se utilizaron los implementos del kit de dialisis con
cassette de muestra. Se inyectd la muestra 1-G-25, con una jeringa de 3 ml, en
el cassette de dialisis y se extrajo el vacio. Posteriormente se colocé la muestra
en un recipiente con 1 | de agua desionizada por 24 h, durante este tiempo se
realizaron tres cambios de agua. El proceso de didlisis se realizd en agitacion
constante a 4° C.

l. Cromatografia de Liquidos de Aita Presion (HPLC) en fase reversa.

Composicion y preparacion de las soluciones.
SOLUCION DE ACIBO TRIFLUOROACETICO (TFA), (SOLVENTE ACUQSO).
Se mezclaron 500 ml de la solucién de TFA al 0.1% y 200 mi de agua

desionizada, el pH se ajustd a 2.3 y se aford a 1000 ml con agua desionizada.
Se almacend a 4°C.

SOLUCION DE ACETONITRILO (SOLVENTE ORGANICO).
Se mezclaron 500 ml de 1a solucion de acetonitrilo al 0.1% y 200 m| ¢'2 agua
desionizada, el pH a se ajustd a 2.3 y se aford a 1000 ml con agua desionizada.
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Se almacen6a4°C,.

Procedimiento:

A) Se colocd una columna NOVA-PAK C-18 (3.9 mm x 15 cm) en el
cromatografo.

B) La columna se equilibré en TFA al 0.1 % en agua a temperatura ambiente

C) Se inyectaron 50 pl de la muestra.

D) Se eluy6 con un gradiente continuo de 0 a 40 % de acetonitrilo en TFA al 0.1
% en agua y a una velocidad de 500 plf min.

E) Se colectaron, al menos, 35 fracciones en tubos de ensayo.

F) Las fracciones se monitorearon a 220 nm de absorbancia.

J. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, PAGE-SDS (Laemmli,
1970)

En este procedimiento se utilizaron los implementos del sistema BLR para
geles de 20 X 20 cm, y del sistema Bio-rad para geles de 10 X 10 cm.

Electroforesis, con geles de acrilamida/bis de 20 X 20 cm al 15%.
Composicion y preparacion de las soluciones.

SOLUCION DE ACRILAMIDA.
Se disolvieron 30 g de acrilamida y 0.8 g de N-N acrilamida/bis en 100 ml de
agua destilada. La solucién se filtré y almacend a 4 °C en [a obscuridad.

BUFFER SEPARADOR. TRIS HCL 1.5MpH 6.8.

Se disolvieron 18.17 g de Tris base C,H,;NO; en 50.10 ml de agua
bidestilada. Se ajustd el pH a 8.8 con HCl 2N y se aford a 100 ml de agua
bidestilada. Se almacen6a4°C.

BUFFER CONCENTRADOR. TRIS HCL 0.5MpH 6.8
Se disolvieron 6.0 g de Tris base en 50 ml de agua bidestilada. Se ajustd a
pH 6.8 y se aford a 100 m! de agua bidestilada. Se almacend a4 °C.

DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS) AL 10%.

Se disolvieron 10g de SDS en 100 ml de agua bidestilada. La solucién se
almacené a 4°C.
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PERSULFATO DE AMONIO (APS).

Se disolvieron 0.1 g de APS en 1 ml de agua bidestilada inmediatamente
antes de su uso.

AMORTIGUADOR DE CORRIMIENTO pH 8.3 (BUFFER ELECTRODOQ).

Se disolvieron 3 g de Tris base, 14.4 g de glicinay 1 g de SDS en 1000 ml de
agua bidestilada. La solucién se almacené a 4¢C,

PREPARACION PARA MUESTRAS.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA.
Se mezclaron 25 ml de Tris HC1 0.5 M pH 6.8, 2 g. de SDS, 10 ml de glicerol,

5 ml de 2-mercaptoetanol y 1.1 ml de azul de bromofenol 0.1%. La mezcla se
aford con agua bidestilada a 50 ml. Se almacend a 4°C.

SOLUCION FIJADORA.

Se mezclaron 400 ml de metanol, 70 ml de Acido acético y 530 ml de agua
bidestilada. Se almacend a temperatura ambiente.

SOLUCION REVELADORA.

Se mezclaron 454 ml de metanol al 50 %, 46.1 m| de acido acéticoy 1.25 g
de azul de Coomassie R250. La mezcla se aforé a 500 ml y almaceno a
temperatura ambiente.

SOLUCION DECOLORANTE.

Se mezclaron 30 mi de metanol, 7 mi de &cido acético y 63 ml de agua
bidestilada. Se conservd a temperatura ambiente.

SOLJCION CONSERVADORA

Se mezclaron 70 ml de acido acético al 7.5% y 930 ml de agua desionizada.
Se almaceno a temperatura ambiente.

GEL SEPARADOR AL 15%.

Se mezclaron 15 ml de acrilamida-bis, 7.5 mi de Tris HCI pH 8.8 y 7.05 ml de
agua destilada. La mezcla se agité suavemente por 5 min y se le agregaron
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0.66 ml de SDS al 10%, 15 yl de TEMED y 100 pl de APS. Se utilizé
inmediatamente.

GEL CONCENTRADOR AL 3.8%.

Se mezclaron 1.25 ml de acrilamida-bis, 1.87 ml de Tris HC! 0.5 M pH 6.8,
4.25 ul de agua destilada, 150 pl de SDS al 10 %, 10 pi de TEMED y 100 pl de
APS. Se utilizé inmediatamente.

SOLUCION DE MUESTRA.
Se mezclaron 20 pl de la muestra y 20 pl de buffer de muestra y se hirvieron

en bafio de agua por 3 min y se dejd enfriar por 5 min previo a su utilizacién y la
solucion restante se almacend a -20°C.

MEZCLA DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR (1mg/ml ) (alfa-
Lactoalbumina PM 14,200; Inhibidor de tripsina PM 20,100; Tripsinogeno PMSF
PM 24,000, Anhidrasa carbénica PM 29,000; Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa PM 36,000; Albdimina de huevo PM 45,000; Albumina bovina
PM 66,000).

Se diluyé el contenido del frasco en 1.5 ml del buffer de muestra (150 ui de 2-
mercaptoetanol y 10 pi de solucidn de azul de bromofenol y se hirvid en bafio

de agua por 3 min, se dejo enfriar por 5 min antes de su utilizacién y el restante
se almacenod a -20°C.

Procedimiento:

A) Las placas se montaron con un espacio entre ellas de 0.25 ¢cm, en su base,
ajustando herméticamente con unas pinzas.

B) Se agregé el gel separador al 15% y se dejd reposar durante 1 h para su
polimerizacion.

C) Posteriormente se agregé el gel concentrador @ inmediatamente se colocd el
peine formador de 20 canales y se dejd polimerizar por 1 1.

D) Se colocaron 20 pyl de muestra o marcador por carril.

E) Posteriormente se conectd la cdmara de electroforesis a la fuente de poder
con un voltaje de 35 mA durante 5a6 h.

F) La fuente de poder se apagd, cuando el frente de corrimiento llegd hasta 1
cm antes del extremo final del gel separador.
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G) Se recuperaron los geles y se celocaron en la solucion reveladora durante 1
h.

H) Se realizaron tres lavados con la solucion decolorante durante 30 min por
cada lavado.

[) Por dltimo se colocaron en la solucién conservadera.

Electroforesis, con geles de acrilamida/bis de 10 X 10 cm al 15%.
Composicion y preparacion de las soluciones.

BUFFER SEPARADOR. TRIS-HCL 3.0 M, pH 8.7-8.9.

Se disolvid el contenido del frasco del buffer separador en 20 ml de agua
desionizada, se agitd suavemente y se aford a un volumen de 40 ml de agua
desionizada. La solucion se almacené a 4°C.

BUFFER CONCENTRADOR. TRIS HCL 0.5 M, pH 6.7-6.9.
Se disolvid el contenido del frasco del buffer concentrador en 20 ml de agua

desionizada, se agitd suavemente y se aforé a 40 ml de agua desionizada. Se
almacent a 4°C.

BUFFER ELECTRODO 10X.

Se disolvieron los contenidos de las botellas de lauril sulfato (3 ml} y la del
buffer electrodo (436 g) en cantidades de 200 ml de agua desionizada hasta la
completa disolucidn ajustando el volumen final a 2500 ml de agua desionizada.
Se almacent a 4°C.

BUFFER ELECTRODO 1X. TRIS 0.025 M, pH 6.8, GLICINA 0.192 M Y LAURIL
SULFATO 4%.

Se mezclaron 35 ml de buffer elecirode 10 X y 315 ml de agua desionizada
inmediatamente antes de su utilizacion.

SOLUCION ACRILAMIDA/BIS. N-N, METILEN BIS ACRILAMIDA 30%/2.7%.
Se mezclaron los contenidos de los frascos de acrilamida y el de

acrilamida /bis y se aforé a 100 ml con agua desionizada. Se almacend |a
solucidn a 4°C.
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SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIQ.
Se disalvieron 45 mg de persulfato de amonio en 3 ml de agua desionizada
inmediatamente antes de su utilizacion.

SOLUCION DECOLORANTE.
Se mezclaron 400 ml de metanol, 70 mi de acido acético glacial y 530 mi de
agua desionizada. Se almacend a temperatura ambiente.

SOLUCION REVELADORA.
Se disolvieron 0.5 g de azul brillante en 500 mi de solucidn decolorante. Se
almacend a 4°C.

SOLUCION CONSERVADORA.
Se mezclaron 70 ml de acido acético al 7.5% y 930 ml de agua desionizada.
Se almacend a temperatura ambiente.

GEL SEPARADOR 15%.

Se mezclaron 5 ml de acrilamida/bis, 1.25 ml de buffer separador, 100 pl de
solucion de lauril sulfato al 10%, 3.1 ml de agua desionizada, 500 pl de solucion
de persulfato de amonio y 7.5 pl de TEMED. Se utilizé inmediatamente después
de su preparacion.

GEL CONCENTRADOR 3.8%.

Se mezclaron 2.5 ml de acrilamida/bis, 1.25 ml de buffer concentrador, 100 pl
de solucion de lauril sulfato al 10%, 5.65 ml de agua desionizada, 500 ul de
solucion de persulfato de amonio al 1.5% y 10 ul de TEMED.

SOLUCION DE MUESTRA.

Se mezclaron 500 yl de la muestra (65.17pg/ml) y 500 il del buffer de
muestra, 20 pl de 2-mercaptoetanol y 7 pl de solucidn de azul de bromofenol. Se
hirvié en barfo de agua por 3 min y se dejo enfriar 5 min antes de su uso o se
almacend a -4°C.

MEZCLA DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR 1mg/ml {Anidrasa
carbonica PM 29,000; Albumina de huevo PM 45,000; Albuimina bovina PM
66,000; Fosforilasa i PM 97,410; R-galactosidasa PM 116,000; Miosina PM
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205,000). Se diluyd el contenido del frasco en 1.5 ml de buffer de muestra (150
Ml de 2-mercaptoetanol y 10 pl de solucidn de azul de bromofenol). Se hirvid en

baio de agua por 3 min y se dejo enfriar por 5 min. Una vez frio se utilizd o se
almacend a 4°C,

Procedimiento:

A) Se prepararon las camaras para elaborar los geles, colocando dos placas de
vidrio de diferente altura (10 x 8.3 y 10 x 7.3 cm ) separadas 0.25 cm por dos

espaciadores y se colocaron en el portaplacas, se alinearon y se sujetaron
apretando los tornillos del portaplacas.

B) A continuacién se colocaron 3.4 ml de solucién del gel separador en forma
rapida entre las dos placas de vidrio , se agregd una pequena cantidad de agua
desionizada uniforme para dar una terminacién homogénea a la parte supericr
del gel separador. Se dejd reposar de 10 a 15 min para permitir su
polimerizacion.

C) Posteriormente se elimind el agua sobrante, y se agregé la solucion del gel
concentrador en forma rapida sobre el gel separador adicionando solucidn hasta
¢l borde superior de la placa de vidrio mas pequena, se coloco el peine que

sirve como guia para hacer las hendiduras o celdas donde se colocan las
muestras.

D) Completada la polimerizacion de los dos geles, las dos placas se colocaron
en el dispositivo que se introduce en la camara de eleciroforesis (cuidando que
queden bien selladas con el objeto de que no se fugue el buffer de camara), se
llené con el buffer el compartimento interno de las placas hasta sobrepasar el

borde de la placa interna, se retiraron los peines. Se aplicaron 10 pl de la
muestra por carril con una microjeringa.

E) En el momento que el frente de carrimiento llega aproximadamente hasta 1
cm antes del final del gel se apag¢ la fuente de poder.

F) Se desmontaron los porta placas y se despegaron los vidrios para poder
sacar los geles. Con la ayuda de guantes se despegaron los geles y se
colocaron en un recipiente con la solucién reveladora por 1 h.
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) Posteriormente se realizaron tres lavados de 30 seg c/u con la solucion
decolorante para eliminar el exceso de colorante del gel, finalmente se pasaron
los geles a la solucién conservadora.

K. Linfoma L5178Y.

En ratones de la cepa BALB/c se mantuvieron las células tumorales, se
inocularon 200,000 células / 100 ul por via intraperitoneal obtenidas por puncion

intraperitoneal de un ratén portador del linfoma. El inoculo se realizé cada 12
dias.

L. Aislamiento y cultivo de macréfagos peritoneales normales.

Se utilizaron ratones de ambos sexos de 5-8 semanas de edad. La obtencién
de los macrofagos peritoneales se realizd mediante la inoculacidon
intraperitoneal de 2 ml de caldo tioglicolato al 2% en PBS. Cuatro dias después
se recuperaron los macréfagos mediante lavados de la cavidad peritoneal con
medio RPMI-1640. El volumen total (3 ml) de los lavados se junté en un tubo
estéril con tapon de rosca. La suspensién celular se agregd a un volumen igual
de NycoPrep, se centrifugd 15 minutos a 450 X g. La banda superior
conteniendo a 10s macréfagos se extrajo con una pipeta pasteur, se determiné el
numero de macrdéfages por mi con hemocitébmetro contando el numero de
células observadas en los 8 cuadrantes del hemocitdmetro, esta cantidad se
dividié entre 8 y se multiplicd por 10,000. Los macréfagos se cultivaron en una
microplaca de 96 pozos, colocando 2 x 10° macrofagos/200pi/por pozo (Fig.1).

M. Aislamiento y cultivo de los macrofagos peritoneales de linfoma.

Los macrdéfagos fueron obtenidos del liquido de ascitis de la cavidad
peritoneal de ratones portadores del linfoma L5178Y. Los ratones portadores
del linfoma con 12 dias de evolucién se sacrificaron por dislocacion cervical, .
Se tomaron aproximadamente 3 ml del liquido de ascitis y se colocaron en el
tubo estérl con tapon de rosca. La suspension celular se agregd a un volumen
igual de NycoPrep, se centrifugd 15 minutos a 450 Xg. La banda superior
conteniendo a los macrofagos se extrajo con una pipeta pasteur, se determiné el
namero de macréfagos por ml con hemocitdmetro contando el numero de
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células observadas en los 8 cuadrantes del hemocitémetro, esta cantidad se
dividid entre 8 y se multiplicd por 10,000, Los macrofages obtenidos se

cultivaron en microplaca de 96 pozos, colocando 2 x 10° macréfagos/200ul/por
pozo (Fig.1).

N. Activacion de los macréfagos peritoneales.

Para activar a los macréfagos peritoneales de ratones sanos y de ratones
portadores del linfoma se colocaron 1 x 10° células en 1 ml de medio RPMI-
1640 se agregaron 25 ug de LPS y/o 200 U de rIFN -Y. De aqui, se agregaron

200 p! a la microplaca y la produccion de nitritos se determind 48 horas despueés
de la estimulacion, por la técnica de Griess.

N. Inhibicién de los macréfagos peritoneales por las fracciones.

Los macrofagos peritoneales (1.2 X 107 ) obtenidos a partir del linfoma
L5178Y 6 de animales sanos fueron cultivados en microplacas de 96 pozos,
colocando 2 X 10 ®macréfagos por pozo con 200 pl de medio RPMI-1640 el cual
contenia los activadores: 25 pg de LPS y/o 200 U de IFN- Y. Se incubaren a 37°C
en atmosfera humeda con §% de CO, . El reto con las fracciones 10 pl) se
realizd estimulados con lipopolisacaridos y/o interferon. El reto con las
fracciones se realizd 24 h antes y 24 h después de la estimulacion. La

produccidon de nitritos se determiné 48 horas después de la estimulacion,
por la técnica de Griess.

0. Analisis estadistico de los resultados.

Para determinar si existe una diferencia significativa entre los niveles de
nitritos liberados por Ics macrdfagos de ratones sancs y de macréfagos de
ratones portadores del linfoma, bajo diferentes condiciones experimentales, se

obtuvo la media, la desviacion estandar y la prueba de t de Student (Zar, 1974),
con una P < 0.005.



ratones BALB/c ratones BALB/c portadores
normales del Linfoma L5178Y

1

estimular 1.P.2 ml
de tioglicolato al
2%

1 .,

recuperar el liquido de recuperar el liquido de
ascitis en RPMI-1640 ascitis de la cavidad

l (3 ml) peritoneal

agregara3mide .
Nycoprep

l

centrifugar a 450 Xg
por 15 min

l

obtener la banda superior
correspondiente a
macrdfagos

l

contar en el
hemocitometro

cultivar en microplaca
de 96 pozos, 2 X 10°
macrofagos/200 pl/pozo

Fig. 1. Diagrama de flujo de la obtencidn de los macréfagos peritoneales de

ratonc.s BALB/c sanos y de ratones portadores del linfoma.
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ratones BALB/c
portadores del Linfoma
L5178Y

obtener 3 ml del liquido
de ascitis de la
cavidad peritoneal

centrifugar a 600 Xg
por 10 min

recuperar el
sobrenadante
centrifugar por
ultrafiltracion

<10fDa 10-100 kDa >100 kDa

fraccionar por cromatografia
en Sephadex

G-25 G-50
\“ leer a 280 nm de
Absorbancia

fraccionar por cromatografia
en HPLC

leer a 220 nm de
Absorbancia

obtener el pico no. 2
(fraccion inhibidora de la
activacion de los

macrofagos)
(FIAML)

Fig.2. Diagrama de flujo de la obtencion del FIAML a partir del Linfoma L5178Y.
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A. Obtencion de las fracciones S1 y 52 a partir del linfoma L5178Y.

Se obtuvieron de 2 a 3 ml de liguido de ascitis del linfoma L5178Y, el cual
se centrifugd a 600 Xg por 10 min, se recuperd un sobrenadante que se
denomind fraccién S1 y un precipitado o paquete celular. Este ultimo se
homogeneizé con un  volumen equivalente de solucion homogeneizadora de
células, se dejd en reposo durante 12 h y se centrifugd a 600 Xg durante 10
min. Después de la centrifugacion se obtuvo un sobrenadante o fraccion S2 y
un precipitado, conteniendo los detritos celulares, el cual se desecho.

B. Incubacion de los macréfagos con las fracciones S1 y S2 antes y
después de su activacion con LPS y/o IFN-T.

1) Activacion con LPS: Las fracciones S1 y S2, presentaron actividad inhibitoria
cuando estas fueron incubadas con los macréfagos 24 h antes de agregar el
activador. Los resultados obtenidos al utilizar los macréfagos de ratones sanos,
mostraron una inhibicién de 76.70 % para S1 y de 21.47 % para S2. Para los
macréfagos obtenidos de ratones portadores de linfoma, el porcentaje de
inhibicion fue del 82 % para S1 y del 22 % para S2. Los valores obtenidos de
produccion de nitritos se muestran en la Tabla 11l. No se observaron diferencias
significativas entre la respuesta a la estimulacion por LPS de los macrofagos
provenientes de ratones sanos o de ratones portadores del linfoma. Tampoco
se encontraron diferencias significativas en el efecto inhibitorio de las
fracciones S1y S2 sobre los macréfagos de ratones normales ¢ portadores del
linfoma activados previamente con LPS (48 h), con respecto al control (Tabla
iil). No se obtuvo la desactivacion.

2) Activacion con IFN-Y. Los macrofagos peritoneales que fueron incubados
con las fracciones S1 vy S2 durante 24 h y posteriormente activados con IFN-T:
mostraron |os siguientes resuliados: tanto en los macréfagos de ratones sanos
como en los macrofagos de ratones portadores del linffoma no se observd
inhibicion de los nitritos liberados. En respuesta al IFN-Y tampoco se
observaron diferencias significativas entre los macrifagos de ratones normales
y ratones portadores del linfoma. Cuando los macréfagos fueron incubados con
el activador (/FN-Y) y posteriormente incubados con las fracciones, no se
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observaron diferencias significativas con respecto al control Los valores
obtenidos de produccidn de nitritos se muestran en la Tabla IV.

3) Activacion con la mezcla de LPS e IFN-Y: En la liberacion de nitritos por
macrofagos de ratones sanos y de ratones portadores de linfoma, activados
con la mezcla de activadores, no se observaron diferencias significativas
comparadas con el control para ninguno de los dos cases, con ninguna de las
fracciones. De igual manera, no se observaron diferencias significativas
cuando se dio primero la activacién de los macrofagos (Tabla V).

Estos resultados mostraron que €l inhibidor se encontré en mayor
proporcidén en la fraccion S1, y que éste es capaz de inhibir Ja activacion con
LPS considerando la liberacion de nitritos como un indice de activacion. Sin
embargo este inhibidor no induce su desactivacion.

Por otra parte no se abservaron diferencias en la activacion con LPS ylo

IFN-Y entre los macréfagos provenientes de ratones sanos o portadores del
linfoma.

C. Cromatografia de la fraccion S1 en Sephadex G-50.

Considerando que la mayor actividad inhibitoria se encontré en la
fraccién S1, la purificacion parcial del inhibidor se continué con dicha fraccién.
Los resultados de la cromatografia en Sephadex G-50 de dicha fraccion dieron
un perfil de 21 picos, de los cuales solo en el pico No. 14 se detecto actividad
inhibitoria. El perfil obtenido se muestra en la figura 3. Dado que la actividad no
se encontrd en los primeros picos, que corresponden a proteinas de alto peso

molecular (30 a 60 kDa), se considero eliminar estas por ultrafiltracion antes de
la cromatografia en columna .
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TABLA lll. Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones 81Y
S2 del linfoma L5178Y sobre los macrofagos obtenidos en ratones
BALB/c sanos y portadores del linfoma, activados con LPS.

Liberacion de nitritos

(nMoles)

Adicion al cultivo Macréfagos Macréfagos

de macréfagos normales de linfoma
S1/LPS 421+ 191* 3.72 £ 0.46*
S2/LPS 1419+ 1.12* 14.04 £ 0.82*
LPS/S1 1920 £ 2.53 18.54 + 0.93
LPS /82 19.26 + 1.81 2252+ 0.90

CONTROL LPS 18.07+ 1.88 1695+ 1.71
A
* Significativo P < 0.05

Los resultados representan el promedio £ la DE por triplicado de tres
experimentos similares. Se colocaron 0.2136 mg de la fraccion S1y 0.1555
mg de la fraccién S2, 24 h antes y 24 h después de agregar el activador. Se
agregaron 5 ug de LPS auna cantidad de 2 X 10° macréfagos 48 h antes y 48
h después de colocar las fracciones S1 y S2.

TABLA IV. Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones $1Y
S2 de linfoma L5178Y sobre los macréfagos obtenidos en ratones BALB/c
sanos y portadores del linfoma, activados con IFN-Y,

Liberacién de nitritos

(uMoles)
Adicion al cultivo Macréfagos Macréfagos
de macrofagos normales de linfoma
S1/IFN-Y 2021+ 1.67 16.59+ 029
S2/IFN-Y 21.71 + 3.89 1789+ 151
IFN- Y/ S1 2171 £ 2.42 21291+ 151
IFN- Y/ S2 19.97 + 3.71 17.56 + 2.00
CONTROL IFN-Y 1920 £ 1.01 1725+ 042

Los resultados representan el pramedio + la DE por triplicado de tres
experimentos similares. Se colocaron 0.2136 mg de la fraccion S1y 0.1555
mg de la fraccion S2, 24 h antes y 24 h después de agregar el activador. Se
agregaron 40 U de IFN-Y a una cantidad de 2 X 10° macrofagos 48 h antes y
48 h después de colocar las fracciones §1y S2. .
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TABLA V. Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones S1Y
$2 de linfoma L5178Y sobre los macréfagos obtenidos en ratones BALB/c
sanos y portadores del linfoma, activados con la mezcla de LPS e IFN-Y

Liberacion de nitritos

(nMoles)

Adicién al cultivo Macrofagos Macré6fagos
de macréfagos normales de linfoma
S1/IFN-Y +LPS 16.36 £ 1.05 1722 £ 1.15

S2 /IFN-T + LPS 1552 £ 0.77 1733 £1.54
IFN-Y +LPS /Sl 21.90 + 1.06 1975 + 1.20
IFN-Y +LPS/S2 15,97 £2.89 1837 £2.13
CONTROL LPS +IFN-Y 18.90 £3.19 18.46 +2.68

Los resultades representan el promedio + Ia DE por triplicado de tres
experimentos similares,

Se colocaron 0.2136 mg de la fraccion S1y 0.1555 mg de la fraccion S2, 24 h
antes y 24 h después de agregar la mezcla de los activadores. Se agregaron 5
g de LPS y 40 U de IFN-Y a una cantidad de 2 X 10° macrdfagos 48 h antes y
48 h después de colocar las fracciones S1y §2.
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D. Ultrafiltracion.

La fraccion S1 fue sometida a un proceso de ultrafiltracion utilizando
membranas de corte de 10 y 100 kDa. Se obtuvieron tres fracciones; una
fraccion menor de 10 kDa (S1-10), otra de 10 a 100 kDa (S1-10-100) y la
vitima mayor de 100 kDa (S1-100). La mayor actividad inhibitoria se encontré
en la fraccién menor de 10 kDa, a ésta se le denomind S1-10 (Tabla Vi).

E. Estabilidad de la fraccion $1-10.

Termoestabilidad : la fraccion S1-10 fue calentada en bafio maria durante 30
min a 56 ° C y posteriormente se probd su capacidad de inhibicion, la cual fue
positiva en un 100% (Tabla VII).

F. Fraccionamiento de la fraccion 51-10 por cromatografia en columna.

Se analizé la fraccion S1-10 con dos diferentes resinas: Sephadex G-50

y G-25. Los resultados mostraron una mejor resolucion cuando se empleo
Sephadex G-25.

El perfil obtenido en la cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccion
$51-10 dio un perfil de 6 picos (Fig.4), la actividad inhibitoria se localizd en ¢l
pico 3. Dicha inhibicidn fue del 100%.

El perfil de la cromatografia en Sephadex G-25 presentd una mejor
resolucion (Fig. 5) en donde se distinguen 4 picos. La actividad inhibitoria fue
localizada en el pico No.1, mostrande un 100 % de inhibicidn (Tabla VIII). A
esta fraccion se le denominé 1-G-25,

El proceso de purificacion a partir de S1-10 se repitiv hasta zjotar la
muestra inicial. El volumen total obtenido por la recoleccidon de las
fracciones 1-G-25 obtenidas, se concentré por liofilizacién. La muestra

resultante se resuspendié en 1 ml de agua desionizada y se comprobd su
actividad inhibitoria (Tabla VII).
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TABLA VI. Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones: $1-100,
$1-10-100 y $1-10 (ultrafilitracién) de linfoma L5178Y sobre los
macrofagos peritoneales obtenidos en ratones BALB/c portadores del
linfoma, activados con LPS.

Adicién al cultivo Liberacion de nitritos
de macréfagos (nMoles)
S1-100/LPS 12.78 +0.83
S1-10-100 /LPS 11.13 + 0.66
S1-10/LPS 0.0
CONTROL DE LPS 13.80+ 2.80

Los resultados representan el promedio + |a DE por triplicado de tres
experimenios similares.

Se colocaron: 0.00244 mg de la fraccién $1-100, 0.0464 mg de la fraccidn
$1-10-100 y 0.02835 mg de la fraccion $1-10. Se agregaron 5 ug de LPS/pozo
48 h después de agregar las fracciones.

TABLA VII. Actividad inmunosupresora in vitro de la fracciéon S1-10
termoestable ( 56 °C/ 30 min. ), y liofilizada, sobre los macrofagos
peritoneales obtenidos en ratones BALB/c portadores del linfoma y
activados con LPS.

Adicion al cultivo Liberacién de nitritos
de macréfagos (uMoles)
S1-10 (termoestable) / LPS 0.0
$1-10 (liofilizada) /LPS 0.0
CONTROL DE LPS 13.80% 280

Los resultados representan el promedioc + la DE por triplicado de tres
experimentos similares.

Se colocaron: 0.02835 mg de la fraccion $1-10y 5 ug de LPS a una cantidad
de 2 X 10° macréfagos. Se agregaron 5 pg de LPS/pozo 48 h después de
agregar las fracciones.
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TABLA VIIl. Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones: Pico 1,
pico 2 y pico 3 (Sephadex G-25) de linfoma L5178Y sobre los macréfagos
peritoneales obtenidos en ratones BALB/c portadores del linfoma,
activados con LPS.

Adicion al cultivo Liberacion de nitritos
de macréfagos {(nMoles)

PICO 1 0.0

PICO 2 1466 + 0.59

PICO 3 14.10+ 1.30

CONTROL DE LPS 1420+ 0.17

Los resultados representan el promedio = la DE por triplicado de tres
experimentos similares.

Se colocaron: 10 ul de cada uno de los picos obtenidos por Sephadex G-25
y se agregaron 5 ug de LPS/pozo 48 h después de agregar las fracciones.

G. Cromatografia en HPLC en fase reversa de la fraccion 1-G-25.

De la muestra liofilizada y resuspendida en 1 ml de agua desionizada, se
tomaron 50 pl y se inyectaron en la columna Novapack C-18. Se colectaren 35
fracciones eluidas a 500 pl/min con un paso de gradiente de 0 a 40 % de
acetonitrilo. La lectura se realizé a 280 y 220 nm, las mejores lecturas se
obtuvieron a 220 nm. En la figura 7 se muestra el perfil obtenido, en el cual se
observaron 4 picos de los cuales solo el pico 2 o fraccion 2-HPLC-C-18,
presentd la actividad inhibitoria (Tabla 1X).

La fraccién 2-HPLC-C18 fue estable a altas temperaturas (56 °C durante
30 min.).
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TABLA IX Actividad inmunosupresora in vitro de las fracciones: Pico 1,
pico 2 y pico 3 (HPLC) del linfoma L5178Y sobre los macréfagos
peritoneales obtenidos en ratones BALB/c portadores del linfoma,
activados con LPS.

Adicion al cultivo Liberacién de nitritos
de macréfagos (nMoles)

PICO 1 1306 £ 0.18

PICO 2 308 +1.02

PICO 3 14.66 + 0.86

PICO 4 1355+ 0.57

CONTROL DE LPS 1473 + 0.99

Los resuitados representan ¢l promedio + la DE por triplicado de tres
experimentos similares.

Se colocaron: 10 pl de cada uno de los picos obtenidos por HPLC

y se agregaron 5 ug de LPS/ pozo, 48 h después de colocar las fracciones,
a una cantidad de 2 X 10° macrofagos.

H. Cromatografia en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) al 15 %, de la
fraccion inhibidora.

La fraccion 1-G-25 fue tratada bajo condiciones de reduccion y no reduccion
en altas temperaturas y temperatura ambiente. En condiciones reductoras
tanto a temperatura ambiente como a altas temperaturas la muestra se
degradd, por lo que no se ocbservaron bandas.

En condiciones no reductoras y temperatura ambiente, el perfii
electroforético mostrd cuatro bandas de 25 a 32 kDa. En condiciones no
reductoras y altas temperaturas la fraccién se polimerizé y/o agregd dando
origen a bandas de mayor peso mulecular (Fig. 7).

1020116697



Condiciones no reductoras Condiciones no reductoras
Temperatura de ebuliicion Temperatura ambiente
kDa M 1 2

Fig. 7. Cromatografia en gel de acrilamida al 15% de la fraccion 1-G-25.
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I. Purificacion y actividad relativa.

1) Unidad: Una unidad inhibitoria (Ul) es definida como el 50% de pyMoles de
nitritos liberados del control. Por ejemplo, la liberacion de nitritos por los
macrofagos peritoneales activados con LPS fue de 149.2 pMoles / mi, por lo
que 1 Ul corresponde a 74.6 pMoles de nitritos/mi bajo las condiciones
experimentales de éste estudio. La actividad relativa se calculd dividiendo las
Ul obtenidas por ml, entre los miligramos de proteina/ml de cada fraccion.

Actividad relativa = Ut/ ml
mg / prot. /ml

Se observo un aumento de la actividad relativa con el avance de la
purificacion de la muestra, siendo de 0.069 Ul/img para la fraccién 81, hasta
alcanzar un valor de 105.71 Ul/mg en la fraccidon 2-HPLC-C18 (Tabla X).

2) Purificacion: El grado de purificacion se determind dividiendo los miligramos
de proteina total inicial de la fraccion S1 entre los miligramos de proteina total
recuperada en la etapa de purificacion correspondiente. La purificacion
alcanzada al final del proceso fue de 3051.42 veces con respecto a la muestra
inicial 8S1.

mg prot. total inicial (S1)

mg prot. recuperada al
final del proceso
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Tabla X. Tabla comparativa de las concentraciones necesarias de las
diferentes fracciones con las que se obtuvo una actividad inhibitoria.

Fraccidon Proteina total Actividad relativa® Purificacion
(mg) (U/mg de proteina)
S1 42.72 0.069 B
S$1-10 567 0.746 7.53
1-G-25 0.08 25.000 534.00
2-HPLC-C-18 0.014 105.710 3051.42

* La actividad relativa se calculé dividiendo las Ul obtenidas por ml, entre |os
miligramos de proteina/ml de cada fraccidn.
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Se ha hipotetizado, que una funcién evolutivamente esencial del sistema
inmune de los vertebrados, es reconocer y destruir células neoplasicas
malignas. De acuerdo a esta hipdtesis, aquellos neoplasmas que son vistos
como tumores verdaderos pueden ser eliminados naturaimente. A pesar de
eillo muchos tumores malignos se desarrollan y se ha sugerido que la no
deteccion y destruccion de la célula neoplasica se deba a algin defecto en el
mecanismo de |la inmunovigilancia (Burnet, 1970, Kensey y col., 1973).

Dentro de las tareas principales del inmundlogo tumoral estan el
descubrir porque el mecanismo de inmunovigilancia falla al no detectar y
destruir células tumorales, y porque las céluias del sistema inmunolégico no
ejercen sus funciones normales para destruir un tumor progresivo.

La capacidad de inhibir Ja funcion de los macrofagos puede ser uno
de los mecanismos por medio del cual las células neoplasicas escapan a la
destruccidn y se convierten en tumores establecidos. Se han descrito varios
factores de origen tumoral que inhiben la migracidn, la quimiotaxis, la actividad
microbicida y la actividad antitumoral de los macréfagos (Pike y col., 1976,
Snyderman y col.,, 1976, North y col., 1976, Szuro-Sudol y col., 1883, Tang y
col., 1991 y Siziopikou y col., 1991). North y col., en 1976, comprabaron que la
inyeccion subcutanea de células de sarcoma, fibrosarcoma, mastocitoma,
carcinoma y linfoma, liberaron un factor a la circulacion que suprime
severamente la habilidad del ratdn a resistir la infeccion experimental por
Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica. En base al conocimiento de
que la resistencia natural y adquirida hacia la infeccion por Listeria es
modulada por los macrofagos, los autores sugieren que el factor supresor
tumoral ejerce su efecto directa e indirectamente, interfiriendo con la funcién de
estas células fagociticas. (North y col., 1976, b).

Nuestros datos confirmaron la presencia de un inhibidor de la activacion
de los macrofagos peritoneales, tanto en el liquido de ascitis como en el
homogenado celular del tumor L5178Y. Detectamos que la actividad inhibitoria
es mayor en el liquido de ascitis que en el homogenado celular, por lo que se
decidid continuar con la purificacion del FIAML a partir de la fraccion S1. Estos
resultados coinciden con los de otros grupos de investigadores, quienes han
reportado la existencia de factores inmunosupresores en el liquido de ascitis de
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otros tumores como, linfoma YAC, mastocitomas y gastrointestinales (Cornelius
y col., 1988, Tamura y col., 1981, Spitalny y col., 1980, Hirte y col., 1991, Fuji y
col., 1987, Badger y col, 1977). Sin embargo, no todos han sido
caracterizados por 1o que no se puede establecer aun si se trata de un factor
comin o solo es un fendmeno comun pero a consecuencia de diferentes
factores.

Por otra parte, se ha sugerido que los macréfagos de pacientes con
cancer o animales portadores de algun tipo de tumor, presentan una actividad
disminuida cuando éstos son activados in vitro con LPS y/o IFN-Y y no
recuperan su capacidad de activaciéon (Yurochko AD y col., 1990, Klobuscicka
M y col, 1992, Bilyk y col.,1995) argumentédndose que los macréfagos
provenientes de pacientes con cancer o animales portadores de alguna
neoplasia presentan per se una deficiencia en su capacidad de respuesta. Sin
embargo, nosotros encontramos que la respuesta de los macrofagos obtenidos
de ratones sanos, fue igual a la de los macréfagos obtenidos de ratones
portadores de linfoma, es decir conservaron su actividad, 10 cual coincide con
lo reportado por otros autores (Srimal y col., 1990, Tang y Siziopikou y col.,
1991). Inclusive Wiltrout y col. (1982), demuestran que los macréfagos
obtenidos de ratones portadores del linfoma L5178Y, pueden ser activadas por
LPS o poly I:C para llevar a cabo la citdlisis de las linfoblastos malignos, es
decir, conservan todo su potencial; por lo que consideramos que la no
activacion de los macréfagos en presencia del tumor no se trata de un defecto
de los macrofagos, sino de la existencia de por lo menos un inhibidor.

Es importante mencionar que la inhibicion se presentd cuando los
macrdfagos fueron activados por LPS pero no por IFN-Y. Consideramos la
posibilidad de que la inhibicidn de los macréfagos sea de alguna manera
especifica o dirigida. El mecanismo celular, biogquimico y molecular del LPS no
es bien conocido. Xiaoke, en 1993, determind que el LPS induce efectos de
estimulacion selectiva en la produccion de TNF-a y NO en macréfagos
peritoneales murinos, probablemente por las siguientes causas: a) iniciando
cambios intracelulares donde se lleva a cabo la ruta bioquimica de la
produccién de TNF-o y NO, b) que el LPS pudiera iniciar algunos de los
pasos comunes enla senal de transcripcion y ¢} que module
selectivamente la respuesta de los macréfagos a un nivel subsecuente
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a la activacion de los factores de franscripcion tales como el NF-« B.
El concluye que pueden estar involucrados diferentes mecanismos en €l
disparo y estimulacién de los macréfagos para producir NO y que se requiere
de estudios posteriores que ayuden a esclarecer las funciones de los LPS
sobre los macrofages. Actualmente se sabe que el LPS incrementa la
transcripcion del marcador CD14. El CD14 es una glicoproteina membranal que
sirve como receptor para el LPS, esta involucrada en la proeduccién de citocinas
inducida por LPS, y su efecto es bloqueado por anticuerpos contra CD14
(Landman R y col, 1996). También se sabe que el LPS a diferentes
concentraciones estimula la produccion de TNF-o (0.01 na/ml de LPS), IL-6
(0.1 ng/ml de LPS) y NO (1 ng/ml de LPS) (Hirchashi y Morrison, 1996).

Un analisis comparativo del mecanismo de inhibicién del FIAML y de
otros inhibidores, sugirid que probablemente se traten de factores diferentes.
Ya que por ejemplo el factor liberado por las células de cancer de pulmoén,
inhibe la activacion de los macréfagos tanto por LPS como por IFN- Y.
(Siziopikou y col., 1991), difiriendo con ello con el FIAML. Qtra caracteristica
del factor inhibidor identificado en este estudio, es que el factor inhibe la
activacion de los macréfagos pero no revierte su activacién. Esto muestra
diferencias con otros factores de regulacion negativa de los macréfagos; como
el TGF-B 4, s (Tsunawaki y col, 1988, Vodovotz y col., 1993), el
MDF(Tsunawaki y col., 1986, Srimal y col., 1990), el CGRP {Nong y col., 1989),
la IL-4 (Hart y col., 1989, Lehn y col., 1889) y la IL-10 (Bogdan y col., 1991,
Fiorentino y col.,, 1991, Hart y col, 1995), los cuales desactivan a los
macrofagos pero no inhiben su activacion (Tabla XI).

Se sabe que el linfoma L5178Y expresa los genes que codifican para
la IL-10 (factor de regulacion negativa de los macréfagos) (Alcocer y col.,
1996), sin embargo ninguna de sus caracteristicas fisicas o biologicas
corresponden a las del FIAML, por lo que se d_scarta |la posibilidad de que se
trate de esta interleucina. Por otra parte el linfoma ne expresa la IL-2, el IFN-
Y. y el TNF-a (Alcocer y col., 1996). Por |o cual ia posibilidad de que se trate de
estos inmunoreguladores también se desecha.

Es importante mencionar que a nesar de que durante el proceso de
purificacion del FIAML se utilizaron filtros de corte de 10 kDa, |a
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cromatografia en gel de acrilamida detectd moléculas de mayor peso
molecular. Bajo condiciones no reductoras y temperatura ambiente, mostré un
arreglo de cuatro bandas de 25 a 32 kDa y en condiciones no reductoras y
temperatura de ebullicién se observaron tres bandas de 26, 48 y 60 kDa. Los
resultados sugieren que las bandas observadas a temperatura ambiente se
agregan al incrementarse la temperatura, formando moléculas de mayor peso
molecular. Este comportamiento fisicoquimico es similar al descrito para el
factor movilizador de lipidos liberado en el liquido de ascitis de diferentes
tumores, como linfomas, hepatomas, sarcomas, entre otros (McDevitt y col.,
1995). Este factor movilizador de lipidos tiene un peso molecular de 24 kDa, se
agrega a temperatura de ebullicidn originando una molécula mas potente, pero
no se ha informado si tiene alguna funcion inhibidora sobre los macréfagos.
Con los datos que se tienen no se puede asegurar que se trate del mismo
factor o sean diferentes.

Es posible que el perfil de elucién obtenido por HPLC, corresponda al
perfil electroforético en condiciones no reductoras y temperatura ambiente. De
acuerdo con los resultados, Unicamente uno de los picos del HPLC mantuvo la
actividad inhibitoria, por lo que se puede pensar que el factor inhibidor
corresponde a una de las bandas y por lo tanto su peso molecular es de 25 a
32 kDa.
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Tabla XI. Reguladores negativos de la activacion de los macréfagos,

Factor PM QOrigen Funcion
(kDa)

FIAML 28-32 linfoma Inhibe la
L5178Y activacion

TGF-R 25 Cel T, plaquetas, Desactivacion
mastocitoma (A)

MDF 13 Mastocitoma Desactivacion
P815 (A)

CGRP 3.789 Cel. del sist. Desactivacion
nervioso

IL-4 14-16 Cel. T(AH) Desactivacion

IL-10 18.5 Cel. T, B, linfoma,

cel. cebadas, m

A = Animal, H =Humano
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El FIAML fue estable a 56 °C por 30 min.. De forma similar que el factor
reportado por el grupo de Nimberg (1975), sin embargo este factor difiere en
su peso molecular con el FIAML, lo que indica que se trata de factores
diferentes.

Los resultados referentes al peso molecular y termoestabilidad del
FIAML reportados por nosotros son congruentes con lo reportado por los
grupos de Rhodes y (1979) y Cianciolo (1981), para los factores inhibidores
que ellos identificaron. Sin embargo, debido a que se utilizaron diferentes
técnicas para monitorear su efecto, no se puede asegurar si se trata del mismo
factor.

En general, la mayoria de los factores inhibidores de la respuesta
inmune celular, se han identificade de manera parcial, describiéndose
principalmente como moléculas de peso molecular que varia de 10 hasta 70
kDa, termoestables, sensibles a tripsina y algunos de ellos relacionados con
proteinas de origen viral. Por lo tanto, estas caracteristicas son insuficientes
para establecer una constante general entre los diferentes inmunosupresores
de origen tumoral.

El grado de pureza alcanzado para el FIAML y su disponibilidad relativa
permitirdn su posterior caracterizacién bioldgica, incluyendo sus mecanismos
de accién y su bdsqueda en ofros tumores, tanto en el suero de animales
portadores de un tumor, coma en el suero de pacientes con cancer.
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. Se determind la existencia de un factor inhibidor de la activacion de los

macrofagos peritoneales, en el liquido de ascitis del linfoma L.5178Y
(FIAML).

. El FIAML es capaz de inhibir la activacion de los macréfagos estimuiados
por un antigeno (LPS) pero no por una citocina (IFN-Y).

. El FIAML es capaz de inhibir la activacion de los macréfagos pero no induce
su desactivacion.

. El factor inhibidor presenta un peso molecular de 25 a 32 kDa, es dializable,
termoestable y mantiene su actividad biologica en sus diferentes etapas de
purificacion.
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Considerando el alto grado de purificacion obtenida del FIAML, el
siguiente paso sera: por una parte, obtener su secuenciacion aminoacidica y su
clonacion, lo que permitird buscar en los bancos de informacién su posible
relacién con otras proteinas. Por otra parte con esta metodologia, obtener
suficiente cantidad para inducir anticuerpos monoclonales y usarlos para la
busqueda de este factor tanto en otros linfomas como en otro tipo de tumores
malignos. Esto dltimo permitira establecer si se trata de un factor particular del

linfoma L5178Y o si resulta comun a otros tumores,

También es importante conocer el mecanismo melecular de accidon del
FIAML para poderlo bloquear.
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