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RESUMEN
El shock endotdxico es el resultado de la presencia de toxinas (LPS) en el
terrente sanguineo que inducen [a activacién descontrolada del sistema
inmunolégico contribuyendo a procesos patoldgicos que culminan en fallo
multiple de érganos, skock y muerte. El extracto dializable de leucocitos
bovino (EDLD), es un dializado de una mezcla heterogénea de sustancias
de bajo peso molecular liberadas de la ruptura de leucocitos de la sangre
o de el tejido linfoide, con efectividad clinica en un amplio espectro de
enfermedades. En este estudio determinamos si el EDLb mejora la
sobrevivencia y modula la expresion de los genes de las citocinas pro-
inflamatorias en el shock endotéxico murino inducido por LPS; en donde,
ratones Balb/C se trataron con EDLb (1U) después de haber sido
estimulados con LPS (17 mg/kg). El EDLb increment6 la sobrevivencia en
un 90%, suprimié la expresion de el RNAm de IL-10 e IL-6, disminuy6 |a
expresion de el RNAm de IL-1B, TNF-o, € IL-12p40; ademas disminuyo la
produccién de citocinas de IL-10, TNF-c., e IL-6 en el shock endotoxico
murino inducido por LPS. Los macréfagos de raton y los monocitos de
humano producen muchos de los mediadores encontrados en los
pacientes con sepsis. Terapias enfocadas hacia esos mediadores,
especificamente factor necrético tumoral-alpha (TNF-a) y oxido nitrico

(NO) se han continuado como un medio para reducir la mortalidad en

XViii



pacientes con sepsis. Para determinar si el EDLb modula la produccién
de 6xido nitrico y citocinas, macrofagos peritoneales murinos se trataron
con EDLDb (0.5 y 0.05 U/ml) antes y después de estimularlos con LPS (20
pg/ml). EI EDLb disminuy6 significativamente la produccion del oxido
nitrico y disminuyé la produccion de TNF-o e IL-6 pero incrementd la
produccion de |L-10 en los macréfagos peritoneales murinos estimulados
con LPS. Para determinar si el EDLb modula la expresién de los genes
de las citocinas pro-inflamatorias en sangre total humana estimulada con
LPS, la sangre total fue tratada con LPS (50 ng) + EDLb (1U). EI EDLb
disminuyd la produccion de TNF-q, IL-6 e IL-10; disminuyd la expresién
de el RNAm de TNF-«, IL-1p e IL-6; suprimié la expresion de el RNAm de
la IL-10 e IL-12p40, pero sin modular la expresién de el RNAm de |a IL-8
en sangre total humana estimulada con LPS. Nuestros resultados
claramente indican que el EDLb incrementa la sobrevivencia en el shock
endotéxico murino, modulando la expresién de los genes de las citocinas
pro-inflamatorias, y disminuye la produccién de el 6xido nitrico in vitro,

sugiriendo su potencial terapéutico en el shock endotdxico.
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ABSTRACT
The pathophysioclogy of septic shock is characterized by the induction of
multiple pro-inflammatory genes and their products which initiates the
inflammatory process. Septic shock is a serious condition with a high
mortality. The bovine dialyzable leukocyte extract (bDLE), is a dialyzate of
a heterogeneous mixture of low-molecular-weight substances released
from desintegrated leukocytes of the blood or tissue lymphoid obtained
fram homogenized spleen bovine, and provide clinical effectiveness in a
broad spectrum diseases. To determine whether bDLE improves survival
and modulates the expression of pro-inflammatory cytokines genes in
LPS-induced endotoxic shock murine, Balb/C mice were treated with
bDLE (1U) after pretreatment with LPS (17mg/kg). The bDLE improved
survival (90%), suppressed IL-10 and IL-6; and decreased IL-1f, TNF-q,
and IL-12p40 mRNA expression; and also decreased the cytokine
production of TNF-¢, IL-10, and IL-6 in LPS-induced endotoxic shock
murine. Human monocytes or mouse macrophages produce many of the
mediators found in septic patients. Targeting of these mediators,
speciftcally Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) and Nitric Oxide (NO)
has been pursued as a means of reducing mortality in sepsis. To

determine whether bDLE modulates the NO and the cytokine pro-
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inflammatory production, peritoneal macrophages murine were treated
with bDLE (0.5 and 0.05 U/ml) before and after LPS (20 upg/ml)
stimulation. The bDLE significantly decreased the NO production and
decreased the TNF-a and IL-6 but increased the IL-10 production in LPS-
stimulated peritoneal macrophages murine. To determine whether bDLE
modulates the expression of pro-inflammatory cytokines genes in LPS-
stimulated human blood cells, whole blood cells were treated with LPS (50
ng) + bDLE (1U). The bDLE decreased the cytokine production of TNF-q,
IL-8, and IL-10; and decreased the TNF-¢,IL-1B, and IL-6 mRNA
expression, suppressed the IL-10, and IL-12p40 mRNA expression, but it
did not modulate the [L-8 mMRNA expression in LPS-stimulated human
blood cells. Our results clearly indicate that bDLE leads to increased
survival in LPS-induced endotoxic shock murine, modulating the
expression of pro-inflammatory cytokine genes. This may offer a

therapeutic potential in clinical septic shock.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Shock endotéxico

La inflamacion es el resultado de la activacion de los componentes
celulares (neutrcfilos, macrofagos, células T y células NK) y humorales
(complemento, proteinas de coagulacién e inmunoglobulinas). La cual
conduce a la activacion de un sistema de amplificacidon que inicia la
produccién de una diversidad de mediadores celulares especializados
(citocinas, quimioquinas, metabolitos de el oxigeno intermediario). Estos
mediadores alteran el flujo sanguineo y permeabilidad vascular e
incrementan la adherencia de fagocitos en circulacién a células endoteliales,
promoviendo la migracion de leucocitos dentro de el tejido para eliminar la
infeccién. En muchos casos este proceso conduce a la eliminacion del
microorganismo, sin producir signos de inflamacion clinicos aparentes. En
otras condictones el proceso inflamatorio puede contribuir a procesos
patolégicos que pueden culminar en fallo multiple de érganos, shock y
muerte. Los mismos mediadores son producideos en infecciones severas y
moderadas pero la cantidad de mediadores producidos y su diseminacion
dentro de la circulacién discrimina entre estos dos tipos de infecciones

(52).



A pesar de los progresos en la terapia de cuidados intensivos, y el empleo
de nuevos antibidticos, el proceso de sepsis es todavia una de los mayores
causas de muerte (30), caracterizada por desarreglos metabdlicos en las
funciones de varios o6rganos, resultado de la activacion del sistema
inflamatorio por los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram-negativas
(100). En los Estados Unidos de Norte América, el shock endotdxico es la
13° causa general de muerte y la primera en las unidades de cuidados
intensivos.

Se ha estimado que cada ano ocurren de 300,000 a 500,000
episodios sépticos con una tasa de mortalidad del 20-40% (100). En 1991,
se sugirié6 cambiar el término “sindrome séptico” por el de sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), esta definicion parece ser mas
precisa y es empleada para definir el estado de los pacientes que exhiben
una respuesta sistémica a episodios inflamatorios (49).

La hipotension refractaria (shock séptico) es la principal causa de
muerte dentro de los pocos dias del inicio de sepsis. Posteriormente, los
sindromes de disfuncion y falla mdltiple de érganos (SDOM/ FOM), inician
el problema clinico primario y son la principal causa de mortalidad. Una vez
gue un paciente desarrolla shock séptico o SDOM/ FOM la tasa de
mortalidad incrementa a un 60-70% (59). E! SRIS (Figura 1) es inducido por

la presencia de microorganismos en el torrente sanguineo o por la liberaciéon



de productos tdxicos a partir de una infeccion local. Pacientes sin una
infeccién aparente, tales como pacientes con trauma severo, quemaduras,
pancreatitis o sometidos a bypass cardicpulmonar pueden desarrollar
signos de sepsis (49).

Existen tres factores implicados en el desarrollo del shock séptico: el
estado inmunolégico del paciente, alta carga bacteriana en el huésped, y
una opcidon incorrecta de la dosis y administracién de un agente
antimicrobial. En la actualidad el tratamiento de infecciones bacterianas
serias involucra la eliminacién de dos estados letales, bacteremia y
endotoxemia, pero a pesar de la alta efectividad in vitro de varios
antibidticos bactericidas en contra de la invasion de Gram-negativos y
Gram-positivos, las tasas de mortalidad y morbilidad debido a estas
infecciones permanecen altas. Esto puede ser en respuesta a varios
factores, incluyendo la habilidad de los antibiéticos para causar la liberacidon
de endotoxinas bioreactivas libres dentro de la circulacién durante el

desarrollo bacteriano normal o después de la lisis bacteriana (107).



Bacterias Endotoxinas

I |
v
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Figura 1.- Desarrollo de Sepsis (6, 107).



1.2 Lipopolisacaridos

En animales como en humanos, muchos sintomas caracteristicos del
desarrollo de sepsis por Gram-negativos son debidas a endotoxemias
causadas por endotoxinas (125). El LPS es el mayor componente de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Una sola bacteria de
Escherichia coli contiene cerca de 2 millones de moléculas de LPS por
célula, la bacteria libera la endotoxina dentro de su medio ambiente en
peguefas cantidades cuando se encuentran activamente en crecimiento y

en grandes cantidades cuando mueren (Figura 2).
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Figura 2.- Estructura de la superficie de una bacteria Gram-negativa.



La patologia de sepsis no se limita a endotoxinas derivadas de
bacterias Gram-negativas, también participan productos microbianos como
lipo-oligosacaridos (bacterias Gram-negativas), acido lipoteicico y acido
teicoico (bacterias Gram-positivas). Los cuales son los constituyentes pro-

inflamatorios mas potentes de las membranas y paredes celulares de las

bacterias ( 52) (Figura 3).
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Figura 3.- Estructura de |la superficie de la célula de una bacteria Gram-

positiva.



El LPS consiste de un grupo lipidico hidrofébico (lipide A)
covalentemente unido a un gran complejo del tallo de polisacaridos (Figura
2). El lipido A wusualmente consta de dos azucares fosforilados
(glucosaminas) cada una esta acoplada con varios acidos grasos. El lipido
A, ancla el LPS a la membrana bacteriana y es responsable de muchos de
sus efectos bioclogicos. El largo del tallo del polisacarido es hidrofilico y
consiste de dos dominios: Una parte central conservada la cual consiste de
un pequeno grupo de azlcares, y una region mucho mas grande y mas
variable llamada regidn de el polisacarido especifica-O (antigeno-O). La
parte central contiene heptosas (azucares de siete carbones) mas dos
unidades de wun azucar de ocho carbones (3-deoxy-D-manno-acido
octulosdnico), unico de las bacterias gram-negativas gue unen el lipido A al
antigeno O. Esta region varia dentro de especies y entre especies,
consistiendo de 20-40 unidades de repeticion de tres a ocho azucares cada
una. El antigeno-O, es responsable de la respuesta antigénica especifica en
humanos y provee inmunidad a infecciones ocasionadas por bacterias

Gram-negativas (Figura 4).
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Figura 4.- Arquitectura general del lipopolisacarido.

El LPS muestra una variedad de actividades que estan asociadas con
la porcion de el lipido A, el cual es reconocido por el sistema inmune y esta
relacionado a la patogénesis de sepsis por bacterias Gram-negativas y
shock séptico. Muchos de los fenomenos patofisioldgicos sistemicos vy
locales producidos por el LPS en el huésped expuesto es el resultado de la
habilidad de el LPS para activar las células inflamatorias de el huésped
(células de la linea mieloide: monocitos, macrofagos y leucocitos

polimorfonucleares) (52).



Tabla 1.- Principales componentes de microorganismos identificados
como agentes involucrados en la inflamacion .

Microorganismos Componentes inflamatorios
Bacteria gram-negativa Lipopolisacarido
Peptidaglicanos
Porinas

Lipoproteinas, Lipopéptidos
Proteinas asociadas a Lipido-A-
Pili

Bacteria Gram-positiva Exotoxinas
Peptidoglicanos
Acido lipoteicoico y 4cido teicoico

Micobacterias Lipoarabinomannan, lipgmannan
Micolyarabinogalactan-peptidoglicano

Hongo Manoproteinas
[i-glucano

(52)

1.3 Receptores de Lipopolisacaridos

Se ha enfocado mucha atencién en los receptores de el LPS (55). Las
células del sistema inmune responden al LPS a través de una via que
involucra una proteina de el plasma, llamada proteina de unién al
lipopolisacarido (LBP) y el receptor de CD14, que puede ser
glicosilfosfatidilinositol (GPI) de membrana (CD14 m) o soluble (CD14 s)
(126). La unidon de el LPS al CD14m en células mieloides conduce a la
activacion celular y a la produccién de varias moléculas pro-inflamatorias
(34), mientras que las células que no expresan CD14 (células del musculo

liso, endoteliales y epiteliales) pueden ser activadas por el LPS via



interaccién de el LPS con la forma soluble de el CD14 presente en el
plasma (29). Un gran numero de productos de origen bacteriano también
estimulan la activacion de la inflamacién en el huésped (Tabla 1). El LPS
ejerce su efecto en el huésped al activar a células sensibles al LPS, tales
como monacitas y células endoteliales, para que estas liberen varias
citocinas y radicales libres. Se han identificado varias moléculas de
sefalizacion y reconocimiento de el LPS, incluyendo CD11b/CD18, receptor

de la lipoproteina de baja densidad, ademas de las mencionadas (Tabla 2).

Tabla 2.- Moléculas de monocitos asociadas con la unidn al LPS.

Moléculas Unién al LPS Consumo del LPS  Activacion inducida por el LPS |
CD-14 Si Si Si (bajas dosis de LPS)
CD-18 Si Si Si (altas dasis de LPS)
Proteina de 216 kDa Si ? ?

Receptor Scavenger Si Si No

Proteinas de 18, 25, Si ? ?

38, 40 y 80 kDa

Proteina de 80 kDa St ? 2. -
(52)
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El complejo LPS-CD14s puede unirse a receptores de células que no
expresan CD14, para activarlas. No todas las células epiteliales emplean
una via mediada por CD14s y muchas células epiteliales no responden al

LPS, aun en presencia de CD14s (52, 82).

Ademas, altas concentraciones de el LPS pueden estimular a las
células de una manera independiente de e! CD14, sugiriendo la existencia
de una segunda molécula que reconoce al LPS, incluyendo al CD11/CD18 y

un receptor TLR-4 (Receptor-4 semejante a Toll) (59).

1.4 Vias de transmision de sefiales asociadas a lipopolisacaridos

Un numero de cascadas de fosforilacion incluyendo la via de el MAPK
(Proteinas quinasas activadas por mitogenos) y la via de activacion de el
NF-kB (Factor nuclear kappa-B) son iniciadas por exposicién de las células
al LPS (Figura 5). Estas cascadas actian a nivel de transcripcion vy
traduccion para regular la produccion de citocinas. Las MAPK son una
familia de proteinas involucradas en la sefalizacion intracelular. Las MAPK
de mamiferos pueden ser divididas en cuatro grupos basados en su
estructura y funcion: ERK (Kinasas reguladas por safales extracelulares), la
JNK o SAPK ( Quinasas N-terminal c-Jun o Proteinas quinasas activadas
por estrés), ERK 5 o BMK y el grupo p38. Una variedad de estimulos

producen respuesta celular via activacion de las cascadas de las MAPK, se
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ha encontrado que tres de las vias MAPK (ERK, JNK y p38) son activadas
por el LPS en macréfagos. Varias proteinas han sido identificadas como
sustrato de el ERK, incluyendo los factores de transcripcion; ELK-1 y c-Myc
y varias proteinas quinasas; como MAPKAPK1, MAPKAPK3 (Proteinas
qguinasas 1 y 3 activadas por MAPK) asi como MNK1/2 ( Quinasas 1 y 2
interactuando con MAPK), la fosforilacion de ELK-1 y c-Myc pueden regular
la actividad de transcripcion de estos factores de transcripcion. Existen
datos que indican que el ERKs participa en la via de sefalizacién, la cual
conduce a la sintesis de citocinas después del tratamiento con LPS. La
estimulacion con el LPS conduce a la activacion de multiples vias de
sefalizacion, incluyendo JNK y las quinasas MAP p38.

Las JNK1 y JNK2 son activadas en macrofagos tratados con LPS,
como su nombre lo indica, las proteinas JNK estan asociadas con la
fosforilacion de c-Jun. Otros factores de transcripcion, incluyendo ATF-2
(Factor activador de la transcripcion-2) y TCF (Factor del complejo ternario)
son blancos rio abajo para JNK.

La via de p38 juega un papel crucial en la expresion de citocinas, sin
embargo, el mecanismo preciso por el cual p38 regula |a expresion de el
gene de las citocinas no ha sido aclarado.

Las PKC se refileren a una familia de quinasas dependientes de

fosfolipidos y calcio que catalizan la fosforilacién de residuos de serina y



treonina en proteinas. En ratas el empleo de inhibidores de PKC,
disminuyen los niveles de IL-6 y atenlan |a fiebre inducida por el LPS.

Experimentos in vitro han demostrado que la secrecion de TNF-¢ e IL-
1B y la acumulacién de el RNAm (RNA mensajero) de estas citocinas en
monocitos después de el tratamiento con LPS es dependiente de la
actividad de PKC. La activacién de PKC inducida por LPS es independiente
de calcio o diacilglicerol (34, 80).

El NF-«xB es activado en respuesta a varios estimulos incluyendo LPS
y TNF-a.. Después de el estimulo con LPS el NF-xB es activado en todos los
tejidos de el organismo. La inhibicion selectiva de el NF-xB in vivo, ha
mostrado reducir la sintesis de éxido nitrico inducible logrando prevenir la
hipotension sistémica asociada con shock séptico. Sin embargo, todos los
genes centrales involucrados en la patogénesis de el shock séptico
contienen elementos promotores para NF-«xB tales como TNF-«, IL-183, IL-6
(Interleucina-6), IL-8 (Interleucina-8), sintetasa del éxido nitrico inducible
(INOS) vy ciclooxigenasa-2 (COX-2), que regulan la sintesis de
prostaglandinas de el acido araquidonico. Los macréfagos de ratones
C3H/HedJ, no producen TNF-a, pero activan los niveles normales de NF-«kB
en respuesta a LPS, indicando que |os efectos celulares mediados por LPS

no pueden ser solamente atribuidos al NF-xB (59).
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Figura 5.- Vias de transmision de senales

1.5 Sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)

El SRIS, secundario a sepsis se caracteriza por la activacion de el
sistema inmunoldgico y la sintesis de citocinas pro-inflamatorias vy
quimiotacticas, factor tisular, factores de crecimiento, moléculas de
adhesion, enzimas inflamatorias y receptores celulares que tienen como

finalidad el control de el proceso inflamatorio y la reparacién tisular, de no



autorregularse este proceso causa un desequilibrio entre los factores pro-
inflamataorios y anti-inflamatorios y la muerte del enfermo por disfuncion de
organo multiple. La induccion de genes por diferentes factores de
transcripcion juega un papel fundamental en la expresion, intensidad y
amplificacién de la SRIS, debido a que estos factores incrementan la
sintesis y expresion de el RNAm de los diferentes mediadores. De los
factores de transcripcion, el NF-xB es el que mas se ha estudiado como
mediador de |a respuesta inmune e inflamacién en la sepsis, SRIS y shock.
Este se identificé por primera vez como regulador de el gen de |la cadena
ligera kappa en linfocitos B y posteriormente en células endoteliales,
macroéfagos, hepatocitos, leucocitos y células epiteliales que son
fundamentales como activadores de el SRIS ante el estimulo infeccioso. El
NF-xkB es un heterodimero citosdlico, que consta de dos subunidades
proteicas denominadas p65 y p50, también se han descrito otras como son
Rel, RelB, vRel y p52. Habitualmente se encuentra inactivado por su
inhibidor especifico que incluye al complejo proteico IkB que esta
constituido por las proteinas kB alfa, kB beta, IxB gamma, p105 y bcl3.

La activacion de el NF-kB en la sepsis es mediado por la accion de
citocinas pro-inflamatorias, radicales libres, virus, proteinas bacterianas,
lipopolisacaridos, lo que conduce a la activacion de diferentes PKC que

fosforilan y degradan al inhibidor. Una vez libre el heterodimero se transloca



al nucleo, en donde se une a la regién promotora de los genes que median
la sintesis de las diferentes citocinas y moléculas involucradas en la SRIS.
En esta fase la sintesis de novo de las citocinas pro-inflamatorias
condiciona una regulacidn positiva que mantiene la activacion de PKC y de
esta manera la actividad de el NF-xB. Otros factores transcripcionales como
son la proteina activadora 1, la proteina sérica 1 y el factor nuclear de IL-6
potencian la accién del NF-xkB y amplifican la sintesis de IL-1, IL-8, IL-8 y
TNF-a. e INOS. El NF«B activado, es a su vez un factor de transcripcion
para la sintesis de su inhibidor el |kB-a, evento importante de
autorregulaciéon negativa para bloquear la cascada molecular que mantiene

la sintesis de mediadores en el SRIS (38).

1.6 El papel de las citocinas en la patogenia de el shock endotoxico

La generacién y mantenimiento de las respuestas inmunologicas es
controlada por una red de pequenas, no estructurales, proteinas
regulatorias intercelulares que median una multiplicidad de funciones
biolégicas no inmunolégicas e inmunologicas, son llamadas citocinas, gue
son inducidas por estimulos especificos y son responsables de la
generacion, estimulacion y diferenciacion de multiples tipos celulares asi
como de el control de la produccion de otras citocinas gue pueden aumentar

o inhibir la sintesis de productos de proteinas. Resultando en una compleja
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red regulatoria que participa exitosamente en la erradicaciéon de
microorganismos invasores. La capacidad o incapacidad para generar
ciertos patrones de citocinas en respuesta a una infeccion a menudo
determina el curso clinico de una infeccion y puede afectar el resultado. En
ciertas circunstancias el desbalance o una masiva produccion de citocinas

puede conducir al shock, fallo de érganc multiple y muerte (49, 59, 107).

1.7 Interleucina-1 (IL-1)

La IL-1 tiene una amplia variedad de efectos bioldgicos a muy bajas
concentraciones, algunas veces aun en concentraciones fentomolares. Es
una molécula potente que es capaz de inducir su efecto a través de uno o
dos receptores por célula. Los primeros efectos adjudicados a la IL-1 fueron
la induccién de fiebre, aumento de la respuesta de linfocitos y estimulacién
de la respuesta de fase aguda. Anteriormente la IL-1 era conocida como
factor activador de linfocitos, pirbgeno endégeno, entre otros. En humanos y

ratones la IL-1 presenta dos formas funcionalmente activas: IL-1a, e IL-1p.

L.a IL1-a, se encuentra predominantemente unida a membrana y la IL-1p es
secretada. La |L-1 parece funcionar como un mensajero con accion local y
sistemica en los tejidos. La IL-1 es una citocina con efectos pleiotropicos
incluyendo actividad citostatica y citotoxica en algunas lineas de células
tumorales, activacion de la funcion de células efectoras inmunologicas,

aumento de resistencia a la infeccion, supresion de el rechazo de aloinjertos
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de piel, proteccién de la radiacion, aceleracion de la recuperacién de
médula ésea después de altas dosis de quimioterapias. La IL-1« estimula la
produccion de los macrofagos, granulocitos y factores estimulantes de
colonias macréfago-granulocitos asi como TNF-g, interferén-y, IL-2, IL-6 e
IL-8. Las propiedades inhibitorias de el crecimiento de IL-1a han sido
documentadas en melanoma, osteosarcoma y lineas celulares de
carcinoma, asi como estudios de xenoinjertos in vivo usando transplantes
de lineas celulares de cancer en ratones desnudos. Esta citocina se ha
estudiado durante anos debido a que juega un papel en la inflamacién y
patogénesis de enfermedades inflamatorias (88). En el sistema inmune la
produccién de |IL-1 es inducida como resultado de la inflamacién. La IL-1p y
el TNF-a, son prototipos de citocinas pro-inflamatorias. La IL-1p es inducida
por productos y subproductos bacterianos (LPS) y actua directa e
indirectamente (via induccion de oftras citocinas) en las células
presentadoras de antigeno y linfocitos T y B (98). Los efectos de la IL-1 no
son limitados a la inflamacién, esta citocina ha sido asociada con formacion
y remodelacién del hueso, secrecidon de insulina, regulacion del apetito e
induccion de fiebre. La IL-1 es expresada en muchas células, como
astrocitos, fibroblastos, hepatocitos, keratinocitos, células alveoclares
grandes tipo Il, adipocitos, células timicas, células T y eosindfilos, células

dendriticas, macrofagos, monocitos, y oligodendrocitos. El TNF-o e IL-1 son



los componentes criticos de una cascada compleja a traves de los cuales
los efectos letales de las endotoxinas y septicemia son mediados, la |L-1
modula muchos de los cambios asociados con la infeccidn y sepsis
incluyendo fiebre, neutrofilia, sintesis de proteina de fase aguda aumentada
y dafic endotelial vascular pulmonar. La IL-1 recombinante ha demostrado
inducir un estado semejante al shock en conejos y un estado letal agudo
con cambios patoldgicos similares al shock séptico en ratdnes. Se han
disenado estrategias para bloquear los efectos deletorios de la IL-1
empleando un antagonista del receptor de la IL-1 humana (IL-1ra)
reduciendo la letalidad de el shock inducido por endotoxinas en conejos,
mejorando |a sobrevivencia después de la endotoxemia letal en ratones. La
IL-1 y el TNF actuan sinergisticamente causando dafnos en tejidos y

aumentando la letalidad cuando ambos son administrados in vivo (87).
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1.8 Interleucina-6 {IL-6)

Las propiedades funcionales de la IL-6 son extremadamente variables
y esto es reflejado por la terminclogia originalmente empleada para describir
las actividades de esta citocina: Interferén-p2 (INF-p2), Factor estimulante-
de hepatocitos, Factor de diferenciacion de células T citotdxicas, Factor de
diferenciacion de células B y Factor-2 estimulatorio de células B. La IL-6 es
producida por una variedad de células durante la infeccidn, trauma y desafio
inmunolégico, elevadas concentraciones de la IL-6 se han asociado con
estados de enfermedad. La [L-6 promueve los eventos inflamatorios
mediante |a expansién y activacién de células T, diferenciacién de células B
y la induccién de reactantes de fase aguda por hepatocitos. En contraste, la
IL-6 también posee un papel protector durante la enfermedad impidiendo la
manifestacion de ciertas respuestas inflamatorias. En el shock séptico, la IL-
6 suprime la acumulacién aguda de neuiréfilos causada por |a
administracion intratecal de endotoxinas (57). La IL-6, [L-11, Factor
Inhbitorio de Leucemia  (LIF), Oncostatina M (OSM), Factor Ciliar
Neurotropico (CNTF) y Cardiotropina-1 (CT-1) estan estructural vy
funcionalmente relacionadas. El complejo receptor para la familia de
citocinas de la IL-6, comparten a gp-130 como un componente critico para
la transduccién de sefiales. Los eventos posteriores a la estimulacion de
citocinas de el gp-130, dan lugar a una variedad de eventos bioquimicos,

incluyendo la activacién de la tirosina quinasa citoplasmatica que esta



asociada con la gp-130 y la modificacion de los factores de transcripcion
(128).

El complejo receptor que media las actividades bioldgicas de la IL-6
consiste de dos distintas glicoproteinas unidas a membrana, una subunidad
analoga de el receptor de 80 kDa (IL-6R, CD126) y un elemento transductor
de senales de 130 kDa (gp 130, CD130). La expresion de la gp-130
transmembrana se encuentra en casi todos los oOrganos, incluyendo
corazén, rindn, bazo, higado, pulmdn, placenta y cerebro. En contraste la
distribucion celular de el analogo de IL-6 es limitadoe y su éxpresion es
confinado a hepatocitos y subpoblaciones de leucocitos (monocitos,
neutrofilos, celulas T, y células B). Aungue gp-130 fue inicialmente
identificado como el componente transductor de sefales de ¢l receptor de
IL-6, los receptores analogos para interleucina-11 (IL-11), oncostatina-M
(OSM), Factor neurotréfico ciliar (CNTF), cardiotrofin-1 (CT-1), Factor
inhibitorio de leucemia (LIF), factor-3 estimulante de célula B/neurotrofina-1,
transmiten activacion de senales via gp130.

En adicién al receptor de unién a membrana, una forma soluble de
IL6R (IL-6Rs) ha sido purificada de suero humano y orina. Este receptor
soluble une a la IL-6 con una afinidad similar a la de su receptor semejante
y prolonga su vida media en plasma. Concentraciones de IL-6 se han

encontrado en el suero y liquidos sinoviales de pacientes con artritis



reumatoide. La administracion de anticuerpos monoclonales anti-IL-6 a
pacientes artriticos han demostrado ser clinicamente benéficos.

Estos estudios parecen contradecir las propiedades anti-inflamatorias
asignadas a la IL-6 y acentuan la necesidad para comprender la regulacion
de eventos mediados por la IL-6 y el efecto del IL-6Rs en lesiones artriticas.
La IL-6 actua como citocina pro y anti-inflamatoria, en ratones que no
producen la IL-8 la ausencia de esta citocina se ha correlacionado con un
incrementc en la expresion de el TNF-«, INF-+, GM-CSF, y MIP-2
(homdloga a IL-8 murina) y por una elevada neutrofilia. La IL-6 tiene la
capacidad de limitar el reclutamiento de neutréfilos y suprimir |2 actividad de
mediadores pro-inflamatorios (57). La IL-6 posee un papel anti-inflamatorio
tanto en respuestas sistemicas y locales, interviniendo en el control de el
nivel de citocinas pro-inflamatorias pero no anti-inflamatorias, ademas las
actividades anti-inflamatorias de la IL-6 no pueden ser compensadas por la
IL-10 u otra familia de la IL-6 (141). El efecto patologico de esta citocina ha
sido probado en varios modelos de artritis in vivo e inflamacién intestinal
crénica, esto puede parecer que la asignacién de propiedades inflamatorias
a la IL-6 depende de las condiciones clinicas en la cual esta participe (57).
Las células que expresan IL-6 incluyen células T CD8", fibroblastos,
sinoviocitos, adipocitos, osteoblastos, megacariocitos, células endoteliales
(bajo la influencia de endotelinas), neuronas de la corteza cereberal, células

cromafinas de la médula adrenal, celulas del pigmento de la retina, células



cebadas, keratinocitos, células Langerhans, astrocitos fetales y adultos,
neutrofilos, monocitos, eosindfilos, células epiteliales colénicas, células beta
de el islote pancreatico. La IL-6 puede ser encontrada en sangre de
individuos normales en el rango de 1 pg/ml y grandes elevaciones de esta
citocina despues de la cirugia (30-430 pg/ml). El papel de la IL-6 circulante
en tolerancia a endotoxina ha sido muy controversial y su liberacion de
organos en la exposicion de el LPS no ha sido estudiada en detalle. Se ha
reportade una reducida expresion de la IL-6 después de la inyeccion
intravenosa de el LPS en el higado y pulmén de ratas tolerantes in vivo,
sugiriendo un patron de respuesta inmune especifica de érgano y puede en
parte explicar los datos controversiales observados en circulacion. El papel
de la IL-6 en la endotoxemia es todavia incierto. En sepsis clinica, asi como
en el shock endotoxico experimental, altos niveles circulantes se
correlacionan con letalidad o un pobre pronéstico. Sin embargo, la IL-6 no
es toxica y puede ser aplicada a altas dosis sin los efectos observados
durante la endotoxemia, ademas posee un alto potencial anti-inflamatorio.

La [L-6 es capaz de inducir el receptor antagonista de IL-1, y
receptores de TNF solubles p55. Experimentos con ratones deficientes de
IL-6 demuestran una alta respuesta a la inflamacién sistémica y local
después de el desafio con endotoxinas, sugiriendo a la IL-6 como un
mediador anti-inflamatorio (42). Se ha demostrado que la IL-6 mas que jugar

un papel letal protege a los ratones en contra de la muerte inducida por €|
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LPS en un modelo de el shock séptico. Los anticuerpos a IL-6 no protegen
de la muerte inducida por el LPS, mas sin embargo, el pre-tratamiento con
anticuerpos anti-TNF protegen al ratén en contra de la muerte en una
manera dependiente de dosis. La mortalidad aumento cuando se administro
un pre-tratamiento con anticuerpos a la IL-8 y la mortalidad se disminuyo
por el pretratamiento de la IL-6 recombinante y bajas dosis de anticuerpos
anti-TNF; en ausencia de bajas dosis de anticuerpos a TNF, la IL-6 sola no
confiere proteccién. Estos datos demuestran actividades antagonisticas in

vivo de TNF-o e IL-6 y demuestran que la |L-6 puede jugar un papel de

proteccion en contra de la muerte inducida por el shock séptico (13,128).

1.9 Factor Necrotico Tumoral (TNF)

El TNF esta presente en dos formas a y B, con un 50% de homologia.
El TNF-B, (linfotoxina) es producido por linfocitos activados.

El TNF-a (caquectina) se expresa en una variedad de células como
una molécula de 26 kDa que puede ser procesada para dar una forma
soluble de 17 kDa, que modula un rango de respuestas inmunes celulares e
inflamatorias (2). El TNF es secretado por macréfagos, monocitos,
neutrofilos, células T, ceélulas NK, después de la estimulacion por
lipopolisacaridos. Las celulas CD4 expresan TNF-«, mientras las células

CD8 secretan poco o nada de TNF-a. Las células sin estimular y un numero
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de lineas celulares transformadas, células de la musculatura lisa, microglia,
astrocitos y fibroblastos también secretan TNF-o. La sintesis de el TNF-q,
es inducida por diversos estimulos incluyendo interferones, IL-2, GM-CSF,
SP (sustancia P), bradiguininas, complejos inmunes, inhibidores de
ciclooxigenasas y factor activador de plaguetas (15). La produccion de el
TNF-o. es inhibida por la IL-6, TGF-beta, vitamina D3, prostaglandina E2,
dexametasona, ciclosporina A y antagonistas de el factor activador de
plaguetas (6). EIl TNF-a humano es una proteina no-glicosilada de 17 kDa
con 1567 aminoacidos. El TNF-a murino es N-glicosilado. La homologia con
TNF-B es de aproximadamente 50 %. El TNF-« forma dimeros y trimeros.
La forma de 17 kDa de el TNF-a es producida por procesamiento de una
proteina precursora de 233 aminoacidos, se ha demostrado que una enzima
convertidora de TNF-a participa en esta conversion, También una forma
transmembranal de 26 kDa ha sido descrita (27). La estructura de el gen de
el TNF tiene un tamaiio de aproximadamente de 3.6 kb y contiene 4 exones.
El transcrito primario es de 2762 nucledtidos y codifica para una proteina
precursora de 233 aminoacidos. Aproximadamente hay 500-10000
receptores de alta afinidad (Ka= 2.5x10° M) para el TNF-«, expresados en
todos los tipos de células somaticas con excepceidn de los eritrocitos. Se han
descrito dos receptores; uno de 55 kDa (TNF-R1, nueva designacion:

CD120a, también llamado superfamilia de el receptor de TNF miembro 1A;



TNF-RSF1A) y otro de 75 kDa (TNF-R2; nueva designacion: CD120b,
también referido como miembro de la superfamilia de el receptor de TNF-p
1B; TNF-RSF1B). El analisis de delecidn en la region intracelular C-terminal
de el receptor de 55 kDa, TNF-R1 ha revelado la existencia de el llamado
dominio de muerte celular que esta involucrado en el procesoc de
sefalizacion conduciendo a muerte celular programada (11). El dominio de
muerte de TNF-R1 interactta con una variedad de otras moléculas
adaptadoras de sefales, incluyendo TRAAD y RIP. Los dos receptores
conocidos unen a TNF-a y TNF-B. El receptor p55 es expresado
particularmente en células susceptibles a la accion citotéxica de el TNF. El
receptor p75 esta presente en muchos tipos de células, especialmente en
aquellas de origen mieloide. Este es expresado fuertemente en linfocitos B y
células T. Las actividades de el TNF: inhibicién del crecimiento y promocion
de el crecimiento son probablemente mediados por la expresion diferencial
y/o regulacién de los receptores multiples en combinacién con otras
proteinas distintas asociadas al receptor p55 parece jugar un papel critico
en las defensas del huésped en contra de microorganismos y sus factores
patogénicos. (51, 84). Aparte de los receptores de membrana, varias
proteinas solubles que unen al TNF han sido descritas, estas proteinas de
aproximadamente 30kDa llamadas T-BP-1 y T-BP-2 (proteinas de union al
TNF), son derivadas de el receptor de membrana de el dominio de unién al

TNF, pueden ser aisladas de orina y suero, y probablemente funcionan
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como reguladores fisioldgicos de actividades de el TNF al inhibir la union de
el TNF a su receptor. Las densidades de el receptor de TNF-«, son
reducidas por IL-1 y promotores de tumor (esteres de forbol). La expresion
de la densidad de el receptor de el TNF-a es inducida por INF-o, INF-B e
INF-y (20). La expresiéon de el TNF-a es dependiente de la activacion de el
factor de transcripcion NF-kB. Las regiones de union al NF-xB han sido
identificadas en la region promotora de el gen de el TNF-a.. EI NF-«xB se une
fisioldgicamente a su proteina inhibitoria especifica kB, en el citosol,
cuando es activado, este complejo se disocia y el NF-xB entra al ntcleo. La
activacion de el NF-xB puede ser inhibidé por antioxidantes y la inhibicion
de interaccion con su motivo es llevada a cabo por pentoxifilina. Entre los
inhibidores de fosfodiesterasas empleados clinicamente, la pentoxifilina ha
sido la mas extensamente estudiada en relacién a |a actividad supresora de
el TNF (36). El TNF-a es un mediador clave de el sindrome de el shock
septico inducido por LPS o superantigenos bacterianos. Muchas de las
respuestas celulares de el TNF-¢. han sido atribuidas a la activacion de el
receptor TNFa-R tipo | p55. En contraste poco es conocido acerca de la
funcion de el receptor de TNF-aR tipo p75. Aunque ratones TNFa-R -/-
parecen ser resistentes al shock endotdxico ellos son susceptibles a la
muerte por infecciones bacterianas (140). El TNF-o. se ha visto involucrado

en la patogenia de multiples enfermedades infecciosas (sindrome séptico,
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meningitis bacteriana, malaria cerebral, SIDA), enfermedades autoinmunes
(Artritis reumatoide, enfermedad de Crohn's, sarcodiosis, esclerosis multiple,
sindrome de Kaeasaki, enfermedad de el huésped contra injerto, rechazo de
transplantes), falla de érganos (sindrome diestres respiratorio de el adulto,
falla congestiva de el corazon, infarto al miocardio, falla aguda de el higado)
(38). Por otra parte, se mencicnan algunos agentes que inhiben el TNF-a:
IL-4, IL-10 (32, 36), factor de crecimiento transformante-p, factor
neurotropico ciliar, mediadores enddgenos (corticosteroides, prostanoides,
adenosina, histamina, 6xido nitrico, acido retinoico, acidos grasos poli-
insaturados n-3); drogas sintéticas ( pentoxifilina, rolipram, ciclosporina A,
clorpromazina, talidomida, ditiocarbamato-pirridolina, taurolidina,
oligonucledtidos —antisentido, guanilidrazona tetravalente, imidazoles
biciclicos), inhibicion de el procesamiento de el TNF-a, (inhibidores de
metaloproteasas: compuesto 2, Gl 12471), inhibicion de los efectos de el

TNF-o, (anticuerpos anti-TNF-q, receptores solubles de el TNF) (36) .
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1.10 Interleucina-8 (IL-8)

La IL-8 es un miembro de la subfamilia de quimiosinas CXC, descrita
principalmente como un factor quimiotactico de neutréfilos, producida por
monocitos estimulados, macréfagos, fibroblastos, células endoteliales,
keratinocitos, melanocitos, hepatocitos, condrocitos y un diverso numero de
lineas tumorales (127). En muchos tipos de células la sintesis de IL-8 es
suprimida por la IL-1 y el TNF-«. La sintesis de IL-8 es inducida también por
zimozan, fitochemaglutininas, concavalina A, RNA de doble hebra, esteres de
forbol, cristales de urato de sodio, virus y lipopolisacéridos bacterianos (31).
Los glucocorticoides, IL-4, TGF-B, inhibidores de &' lipoxigenasa vV
1,25(0OH)2 vitamina D3 inhiben la sintesis de IL-8 (92). El gen de la IL-8
humana, es de 5.1 kb y contiene cuatro exones. La region 5' de el gen de
IL-8 contiene sitios de uniones para varios factores nucleares incluyendo
factor-1 y factor-2 de activacion, factor-1 regulatorio de INF, factor-1 nuclear
de hepatocitos, un elemento de respuesta a glucocorticeides y un elemento
de shock térmico (8). El receptor de la IL-8 es una glicoproteina dimérica (59
kDa y 67 kDa) conocida como CD128, es expresado en diferentes tipos de
células incluyendo aquellos en los que no responden a IL-8. La densidad de
el receptor es de aproximadamente 20000 X célula en neutrofilos y
aproximadamente 300 X célula en linfocitos T. El receptor de IL-8 es un

miembro de una familia de receptores unidos a la proteina G, existen al

29



menos dos diferentes tipos de receptores de IL-8. El receptor tipo 1
especificamente une a IL-8 (Kd=0.8"nM). El receptor tipo 2 también une
(Kd=0.3nM) a factores relacionados a IL-8 (MGSA; actividad estimulatoria
de el crecimiento de melanoma, GRO, MIP-2, MIP; proteina inflamatoria de
macrofagos, ¥y NAP-2 (Proteina-2 activadora de neutrdfilos) (3). Las
actividades de la IL-8 no son especificas de especie, la IL-8 humana es
también activa en células de roedores y conejos. Las actividades biolégicas
de la IL-8 al parecer son las mismas que las de una proteina relacionada

NAP-2 (61).

La IL-8 incrementa el metabolismo de las especies de oxigeno
reactivos e incrementa la quimiotaxis y la expresion aumentada de
moléculas de adhesidn. La IL-8 por si misma no libera histaming,
actualmente se sabe que esta citocina inhibe la liberacién de histamina de
basofilos humanos inducidos por factores liberadores de histamina,
proteina-3 activadora de el tejido conectivo (CTAP-3) e IL-3 (73). La IL-8 es
guimiotactica para todos los tipos de células inmunes migratorias, la IL-8
inhibe la adhesién de leucocitos a células endoteliales activadas y ademas
posee actividades anti-inflamatorias. La forma de 72 aminoacidos de IL-8 es
diez veces mas potente en inhibir la adhesién de neutréfilos que la variante
de 77 aminoacidos (74). La IL-8 derivada de macrofagos participa en los

desoérdenes dependientes de angiogenesis tales como artritis reumatoide,



crecimiento de el tumor y heridas. Una selectiva sobreregulacion en la
glandula submucosa bronquial de IL-8 puede representar un evento primario
que inicia la inflamacién en la submucosa de las vias aéreas en pacientes

con fibrosis quistica (124).

1.11 Interleucina-12 (IL-12)

La IL-12 conocida anteriormente como Factor de maduracion de
linfocitos citotoxicos (CLMF), Factor estimulante de células natural Killer
(NKSF), Factor de maduracién de linfocitos T citotoxicos (TcMF) y Factor
estimulante de células T (TSF), es una citocina compuesta de dos
subunidades (p40 y p35), producida por macréfagos-monocitos, células B y
otros tipos de celulas accesorias (7). Los mas potentes inductares de 1L-12
son bacterias, productos bacterianos y parasitos. La IL-12 es producida
después de la estimulacion con esteres de forbol o ionoforo de calcio por
células linfoblastoides B humanas. Esta citocina heterodimérica es una
reguladora central de l|a respuesta inmune, producida por células
mielomonociticas, induce fuertemente la respuesta inmune Th1
especialmente debida a su habilidad para inducir la secrecién de INF-y por
las celulas NK y células T. En ausencia de |IL-12 una respuesta Th2 puede

emerger conduciendo a la secrecion de citocinas tales como IL-4, [L-10 e IL-
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13. Estas citocinas Th2, especialmente IL-10, disminuye la regulacién de la
produccion de INF-y derivado de Th1 y de IL-12 derivadas de células
presentadoras de antigeno (116). La subunidad p40 muestra alguna
homologia con el dominio extracelular de el receptor para la IL-6 y p35
parece ser homologo de IL-6 (44). El receptor de IL-12 parece ser una sola
proteina de aproximadamente 110 kDa. Mas de 1000 a 9000 receptores de
alta afinidad por celula de IL-12 son expresados en celulas mononucleares
de sangre periférica activadas por varios mitégenos de célula T o por IL-12.
Los receptores de |L-12 estan presentes en células T activadas que
expresan CD4, CD8 y en células asesinas naturales CD56 positivas. Las
celulas mononucleares de sangre periférica sin estimular y células B de
ganglios, no expresan el receptor de IL-12 . Los hibridos heterodimeros de
las subunidades p40 humana y p35 murino retienen su bioactividad en
celulas murinas. La IL-12 murina es activa en linfocitos humanos y murinos.
La subunidad p40 de la IL-12 murina (1L-12p40) ha demostrado
especificamente antagonizar los efectos de el heterodimero de IL-12 en
diversas pruebas funcionando coma un inhibidor especifico enddégena para

el heterodimero de IL-12 (85).

Concentraciones picomolares de IL-12 son igual de efectivas que las
concentraciones nanomolares de IL-2 en aumentar la actividad citolitica de

las células asesinas naturales expandidas in vivo por IL-2. La IL-12 también
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actla como un co-mitégeno e incrementa la proliferacion de células
periféricas en reposo inducidas por IL-2. La IL-12 probablemente esta
involucrada en la seleccion de isotipos de inmunoglobulinas (109). La IL-12
murina altera la diferenciacién de la subpoblacién de CD4" y participa en la
induccion de inmunidad protectora en contra de infecciones de parasitos en

ratones curando a ratones infectados con Leishmania major (50).

El STAT4 es el factor de transcripcion empleado por IL-12. La [L-12 es
critica en peritonitis septica debido a gue promueve la respuesta
inflamatoria durante la endotoxemia (80). La IL-12 participa en los procesos
inflamatorios tempranos debido a que aumenta la produccion de INF-y. La
IL-12 parece ser un componente vital en |a defensa de el huésped en contra
de organismos gram-negativos y positivos, debido a la resistencia de el
huésped conferida por la administracion de IL-12 en varios modelos de
infeccion bacteriana. Sin embargo, los efectos pro- inflamatorios de [L-12
pueden ser mortales durante el proceso de sepsis.

La exagerada respuesta pro-inflamatoria a menudo asociada con la
produccion de IL-12 durante la sepsis puede resultar en dafios y algunas

veces sintomas fisioldgicos fatales de la enfermedad (121).

o
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1.12 Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10 es una proteina de 35 kDa de alto poder anti-inflamatorio,
producida por las células Th2 de las células CD4", células B, monocitos,
keratinocitos y células epiteliales bronquiales (88). La IL-10 juega un
importante papel en disminuir la expresion de el TNF-a, IL-1 y miembros de
las familias de quimiosinas C-X-C y C-C. En macréfagos / monocitos la IL-
10 disminuye la expresidon de el RNA mensajero de las citocinas pro-
inflamatorias inducidas por el LPS incluyendo TNF-o, IL-1, IL-12,
quimosinas, proteina inflamatoria de macréfagos 1o (MIP-1«) y MIP-2 (45).
Ademas de esto, |la IL-10 inhibe la expresiéon de superficie de moléculas de
el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il, la sintesis de el oxido

nitrico y la translocacion nuclear de el NF-xB despues de la estimulacién de

el LPS y causa la modulacién de los receptores de TNF-a (135). La IL-10 es
una citocina critica en la regulacion de la sintetasa de el oxido nitrico
inducible (INOS) en celulas de las vias aéreas murinas y su ausencia puede
conducir a una sobreregulacion de la INOS y el desarrollo de inflamacion
alérgica de las vias aéreas (5). Varios estudios han identificado a la IL-10
como un importante regulador de la inflamacion en una variedad de
enfermedades inflamatorias incluyendo sepsis (121).

En varios modelos animales de sepsis la neutralizacién de |L-10

resulta en una exagerada expresion de citocinas pro-inflamatorias y muerte,

34



mientras |a administracion de la IL-10 recombinante confiere una
significativa proteccion terapeutica (134). Estudios en animales y en
pacientes criticamente enfermos han demostrado un incremento de la
apoptosis en los organos linfoides y algunos tejidos parénquimales; los
cuales contribuyen a una supresion inmunolégica, anergia y disfuncidn
sistémica de organos. Durante el sindrome séptico, la apoptosis de los
linfocitos puede ser iniciada por ausencia de IL-2 o por la liberacion de
glucocorticoides, granzimas o las llamadas citocinas de muerte: TNF-a ©
ligando de Fas (103). La IL-10 ha mostrado inhibir la apoptosts inducida por
LPS y por las citocinas recombinantes humanas TNF-a, [FN-y, G-CSF y
GM-CSF ademas se ha encontrado que la |L-4 e IL-13 recombinante
humana (citocinas anti-inflamatorias) no inhiben la apoptosis. El desarrollo
de colitis en ratones deficientes de IL-10, junto con las conocidas
propiedades inmunomodulatorias y anti-inflamatorias de esta citocina han
tomado en consideracion a la [L-10 como un tratamiento para la enfermedad

inflamatoria del intestino (60).
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1.13 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) enddégeno es sintetizado a partir de la L-arginina
por una familia de isoenzimas llamadas sintasas de el dxido nitrico (NOS) :
NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) y NOS inducible (iNOS).
Generalmente, el NOS constitutivo (cNOS) como eNOS y nNCS es activado
por un incremento pasajero en el calcio citosdlico que promueve la
liberacion de NO por varios minutos. El INOS es expresado por muchas
células incluyendo macréfagos y hepatocitos después de la estimulacion de
reacciones inflamatorias o inmunologicas produciendo grandes cantidades
de NO por varios dias. Los inhibidores de la NOS, como el N-monomethyl-
L-arginina (L-NMMA), es ampliamente usado para inhibir la sintesis de el
NO. El NO es un mensajero transcelular, multifuncional y difundible el cual
ha estado implicado en numerosas condiciones patolégicas y fisiolégicas
(54). La isoforma nNOS o tipo NOS |, es dependiente de calcio, encontrada
en varias poblaciones de células nerviosas, apoya una funcién
neurotransmisora en el sistema nervioso central y periférico; el eNOS o tipo
lll, es una isoforma dependiente de calcio expresada por células
endoteliales, su principal funcion radica en la regulacion del tono vasomotor
y limita las interacciones entre las células endoteliales y células de la sangre

en circulacion (leucocitos y plaquetas).
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La iINOS o tipo Il es una isoforma independiente de calcio en la que su
expresidon es inducida en numerosos tipos de células debido a una
estimulacion por productos bacterianos tales como LPS de bacterias gram-

negativas y por citocinas pro- inflamatorias (TNF-«, IL-1p e INF-y).

Los mecanismos involucrados en el proceso de la induccidén de iINOS
son complejos y no estan totalmente comprendidos. Ellos incluyen la

activacion de tirosinas quinasas y NFkB.

Una vez expresada |la INOS produce grandes cantidades de NO por
largos periodos de tiempo, es de hacer notar que en la nomenclatura inicial
de las isoformas tanto de eNOS y nNOS fueron caracterizadas como
constitutivas contrastando con el caracter inducible de iINOS. Sin embargo,
esta distincion ha sido abandonada, desde que se conoce que los niveles
de la expresion de el gen tanto de eNOS y nNOS pueden ser inducidos
también bajo diferentes condiciones fisioldgicas y que iINOS puede funcionar
como una enzima constitutiva bajo condiciones fisioldgicas en algunas
células. Las diferentes isoformas de NOS catalizan la oxidacion 5-electrén
de uno de los nitrégenos de L-arginina, produciendo NO y citrulina. La
reaccién involucra oxigeno molecular y difosfonucledtido de nicotinamida
(NADPH) como sustrato y requiere varios cofactores incluyendo un grupo
hemo conteniendo hierro  (protoprofirina  IX-hierro), flavin-adenin-

mononucledtido (FAD) y tetrahidrobiopterina. Los electrones derivados de



NADPH son almacenados por las flavinas y entonces transferidas al grupo
prostético hemo permitiendo la reduccion de el hierro y la subsecuente
activacion y ruptura de el oxigeno molecular. Un atomo de oxigeno es
liberado como agua y el otro es incorporado a la L-arginina dando como
resultado el producto intermediario N-hidroxi-L-arginina (NOHA). La
incorporacion de un atomo mas de oxigeno a NOHA produce NO y su co-
producto L-citrulina. La biosintesis de el NO depende de la unién a la
enzima de la calmodulina que es una proteina regulatoria de el calcio que
controla |la transferencia de electrones de el dominic reductasa de NOS (que
une NADPH y las flavinas) al dominio catalitico oxigenasa de la enzima (que
une hemo, BH4 y L-arginina). La union de calmodulina a eNOS y nNQS es
promovida por calcio, mientras que calmodulina es levemente unida a INOS
como un grupo prostético. Asi la actividad de eNOS y nNOS es regulada por
calcio intracelular, mientras INOS es mantenida en un estado activado
independientemente de el calcio (79). En los ultimas afios se ha demostrado
que un aumento en la produccién de el NO esta relacionado con un
incremento en la expresion de INOS el cual esta implicado en la
patogénesis de un nimero de enfermedades incluyendo shock circulatorio
de varias etiologias, en particular shock séptico. Varios estudios han
reportado un incremento en nitritos y nitratos, los cuales son productos
estables de la oxidacién de el NO y marcadores de la biosintesis de el NO

en pacientes sépticos. Las concentraciones de nitritos y nitratos, en el
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plasma se correlacionan directamente con el vaciamiento cardiaco e
inversamente con la resistencia de el sistema vascular apoyando el
concepto de que la excesiva produccién de el NO contribuye al estado
hiperdinamico de vasodilatacién caracteristico de sepsis. La aumentada
sintesis de NO en l|las paredes vasculares conducen a una marcada y
sostenida vasodilatacion, asociada con una disminucidn en la reaccion
vascular a agentes vasopresores, una caida en la resistencia vascular
sistemica y el desarrollo de hipotension refractaria, mientras la relajacién de
el lado venoso de la circulacion favorece el reclutamiento periférico de
sangre y disminuye el retorno venoso al corazén. A nivel microcirculatorio el
exceso de el NO puede jugar un papel en la pérdida de el control
microvascular conduciendo a una mala distribucion de el flujo de sangre en
los tejidos. EI NO disminuye la contractilidad cardiaca y puede ademas ser
un importante agente para la disfuncién cardiaca observada durante el
shock séptico (110, 143). Un numero de consecuencias patoldgicas debidas
al exceso de la produccion de el NO estan relacionadas a la citotoxicidad
mediada por el NO. Las reacciones de el NO con el anidn superoxido
conduce a la formacién de peroxinitritos, que disminuye rapidamente una
vez protonado, el cual es altamente téxico, iniciando la peroxidacion lipidica
e irreversible dafo celular. Los efectos citotdxicos de el NO también
incluyen interacciones complejas con las vias metabdlicas involucradas en

la produccidon de energia celular relacionada a una inhibicion mediada por
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NO de enzimas claves de el ciclo de Kreb's (cis-aconitasa) y la cadena
transportadora de electrones mitocondriales (NADH. ubiquinona
oxidoreductasa, NADH: succinato oxireductasa y ciiocromo oxidasa), asi
como la inhibicion mediada de el NO de la glicdlisis conduciendo a una
disminucién en la produccién de acetyl-coA y equivalentes de reduccién.
Otros efectos citotoxicos de el NO incluyen inhibicidén de |a sintesis proteica

y alteraciones estructurales de el DNA.

Debido al importante papel de el NO como un importante mediador de
el shock seéptico, se han Iimplementado estrategias terapéuticas
principalmente encaminadas a interferir con la via L-arginina/NO. Se han
propuesto 5 estrategias diferentes para llevar a acabo este propésito e
incluyen: 1).- prevenir la expresion de iNOS, 2).- inhibicién de |a actividad
catalitica de NOS, 3).- reducciéon de la disponibilidad de la L-arginina, 4).-
modulacién de mensajeros secundarios, principalmente la via guanilato-
ciclasa-GMPc y 5).- el empleo de moléculas capaces de disociar al NO
mismo. Entre todas estas modalidades terapéuticas la inhibicién de ia
actividad catalitica de la NOS es considerada la mas factible. Varias
estructuras analogas de la L-arginina, que sustituyen al nitrégeno guanidino
terminal, han demostrado actuar como inhibidores competitivo de NOS, N°-
monomethyl-L-arginina  (L-NMMA),  N®-nitro-L-arginina  (L-NA) y su

methylester (L-NAME). Una importante caracteristica de estas moléculas es
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su falta de selectividad, lo que significa que ellos indiferencialmente
bloguean la actividad catalitica de todas las isoformas de NOS. La
administracion de estos inhibidores de NOS producen una marcada mejoria

en la reactividad vascular (81).

1.14 Definicion de el Factor de Transferencia

La respuesta de inmunidad mediada por células de donadores
inmunes a recipientes no inmunes fue primerc descrita por Landsteiner y
Chase en los inicios de 1940 (63). El Factor de Transferencia (FT) es el
término empleado para definir a una variedad de sustancias presentes en
los extractos dializables de leucocitos que pueden ser extraidos de células
linfoides de humanos y de otros mamiferos (16, 68), que han demostrado
transferir hipersensibilidad de tipo retardado e inmunidad protectora de el
huésped a un animal o humano inmunodeficiente o inmunocomprometido
(111). La presencia en los linfocites de una sustancia cominmente llamada
FT y el papel de esta sustancia como portador de la memoria inmune celular
fue primero demostrada por H.S. Lawrence (78). Se ha demostrado que la
sustancia referida como FT es una mezcla de sustancias las cuales pueden
ser definidas por sus propiedades quimicas, perfil espectrofotométrico y
principalmente por las propiedades bioloégicas de transferir inmunidad

celular contra uno o una variedad de antigenos (64). El componente activo
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de el extracto dializable de leucocitos (EDL) es llamado FT, solo cuando se
refiere a la transferencia producida por el EDL. Sin embargo, desde que se
sabe que el EDL contiene varios cientos de porciones quimicas, muchos de
los cuales son muy activos bioldgicamente ahora se reconoce el empleo del
término EDL, conteniendo actividad de FT, el cual es una descripcion mas

precisa para todas estas caracteristicas (136).

1.15 Obtencién de el Factor de Transferencia
El FT, presente en el EDL (10), se puede obtener a partir de tejidos
como leucocitos de el suero de la sangre (16), ganglios linfaticos (70), bazo
(66), calostro, leche (137); en condiciones in vitro mediante el cultivo de
células de la linea linfoblastoide, etc. (47). La obtencion de el FT puede
hacerse especifica o inespecifica hacia cualquier antigeno (16). Se han
elaborado FT especificos a PPD (derivados de proteina purificadas de

tuberculina), varidasa, candida, herpes, virus de inmunodeficiencia del simio

(VIS), herpes virus, etc. (131).

1.16 Caracterizacidn de el Factor de Transferencia.
El FT esta formado por un conjunto de moléculas pequenas que
pasan por poros gue excluyen moleculas mayores de 10,000 a 12,000 kDa.
El FT carece de efectos secundarios, no es toxico al organismo y puede ser

administrado tanto por via oral como parenteral.
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En 1983, Lawrence, S. encontrd que si se hacia pasar el EDL por una
membrana que exclusivamente deje pasar moléculas menores de 3500 kDa
las moléculas que se retienen son especificas de antigeno, mientras que las
moléculas que atraviesan el filtro tienen propiedades de incrementar en
forma no especifica la respuesta inmunoldgica. Las moléculas especificas
han sido caracterizadas por varios investigadores entre otros por el grupo
de Kirkpatrick como péptidos hidrofilicos altamente polares, con potente
actividad biclégica. Estos péptidos son los responsables de transferir
inmunidad celular contra los germenes intracelulares (39).

Los FT son mas pequefos que los anticuerpes y no transfieren
respuestas mediadas por anticuerpos y a su vez no inducen la produccion
de anticuerpos (114). A la fecha no se ha logrado la caracterizacion de un
FT esencialmente puro. Se fraccionaron extractos de leucocitos humanos
mediante cromatografia de intercambio iénico, empleando diethylaminogthyl
cellulosa (DEAE), filtracién en gel, y cromatografia; encontrando
nucleodsidos en el FT. En 1983 Lawrence et al., empleando cromatografia
por filtracién en gel en extractos de leucocitos de humanos sensibilizados
propone que €l FT es: soluble en agua, dializable, con un peso molecular
menor de 10,000 kDa y es resistente a la digestion por deoxyribunocleasa,
ribunocleasa y tripsina y que posee un pico cromatografico con una

absorbancia mayor de 260 nm a 280 nm.



Esta combinacion de factores proponen que el FT es un
polirribonucledtido resistente a ribonucleasas. El progreso hacia la
caracterizacion molecular de los FT ha sido lento, limitados por la falta de
una adecuada metodologia de purificacion y la necesidad de cuantificar los
métodos del ensayo. Se ha demostrade que las moléculas que tienen
actividad de FT son relativamente pequefias, menores de 6000 Da,
hidrofilicas y polares en forma nativa. Ademas la actividad de este
compuesto permanece si se calienta a 56 °C pero no a 75°C por 30 minutos
y a una breve exposicion de etanol al 95%. Los resultados de estudios de
sensitividad enzimatica y deplecién de actividad han producido resultados
compatibles con un modelo de nucleoproteina 0 nucleopéptido para la
estructura de los FT.

La idea de que un nucledtido es una parte de la molécula del FT fue
continuada por Gottlieb et.al., el cual diferencia a los FT de moduladores
inmunes y amplificadores. Se cree que los FT estan codificados por
rearreglos de genes de la linea germinal en las células T CD4", ademas es
creible que bajo condiciones naturales los FT funcionen seguidos a la
presentacion de antigeno restringido al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) a células T apropiadas conteniendo FT. Se cree
que los FT son liberados por células T estimuladas dentro del medio
ambiente extracelular donde se unen a moléculas receptoras del FT en la

superficie de células T virgenes cercanas. Al igual se cree que los FT
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liberados por céluias T tengan un papel en la presentacion de antigeno lo
cual puede ser manifiesto a través de la actividad de unién al antigeno
especifico de FT y faciltados a través de la formacidon de complejos
antigeno-FT-producto MHC, en la superficie de células presentadoras de
antigeno (65).

El FT posee propiedades dependientes e independientes de antigeno

como se puede apreciar en las tablas 3 y 4.

Tabla 3.- Actividades de el FT independientes de antigeno

Aumento de la expresion de receptores de eritrocitos de carnero por linfecitos T
Actividad quimiotactica

Acumulacion de nucleétidos ciclicos por células mononucleares

Activacion de macrofagos para producir factor de activacion de linfocitos (FAL).
Aumento de respuesta de los linfocitos a mitdgenos

Incremento en peso de 6rganos linfoides

Tabla 4.- Actividades de el FT dependientes de antigenos

Conversion de la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado
Produccién inducida por antigeno de linfocitos

Aumento de la respuesta de la transformacion de linfocitos a antigenos

Los modelos empleados han sido en la transferencia de inmunidad
celular in vive con FT murino y FT humano, pruebas in vitro de efectos de el

FT en la producciéon de el factor de la inhibicién de migracion de leucocitos




inducido por antigenos se han llevado a cabo y los datos se enlistan en la

tabla 6.

Tabla 5.- Efecto enzimatico en la actividad de el factor de transferencia

Enzima Conversion de la prueba Produccién de induccion
en piel de hipersensibilidad de LIF
de tipo retardada

S

Pronasa

Proteasa K
Carboxipeptidasa A
Leucina aminopeptidasa
Tripsina

Quimotripsina
Fosfodiesterasa |
Fosfodiesterasa |
Fosfatasa alcalina
Ribonucleasa T1
Ribonucleasa A
Ribonucleasa dimerizada A
Nucleasa P1
Desoxirribonucleasa

DOV XVAODLCAOOONOLW
DO AN

X
A wm

S=sensitivo; R=resistente en modelos humanos y murinos (37)

Se encontré que la actividad especifica de antigeno de el EDL murino
y humano reside en la fraccion dializable < 3500 kDa y no en la fracciéon de
>3500 kDa (100). El FT humano ha sido fraccionado en cromatografia de
exclusién y las fracciones evaluadas para determinar su actividad biolégica
in vivo e in vitro, se ha demostrade que la actividad especifica del FT in vivo
reside en la fraccion Ill. Se encontré actividad supresora en la fraccién | al
igual que en la fraccién IV, la cual muestra supresion de respuesta al

antigeno, cuando es separado de otros componentes en |a preparacion y el
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componente supresivo en esta fraccién fue identificado como nicotinamida,
es importante notar que la supresion de la transformacion de linfocitos no se
detectd hasta que la nicotinamida fue separada de los otros componentes
(19). Se ha demostrado que el FT tiene efectos modulatorios en los canales
de Ca** lo cual estimula que se trasporte Ca®** hacia el interior de la célula.
Se conoce que el Ca*™* es uno de los mensajeros que activan procesos
celulares y pueden conducir a la diferenciacion y produccion celular de
sustancias bioactivas. Esta es una de las vias posibles de la respuesta
inmune (40).

Se han encontrado en el dializado de |leucocitos ocho moléculas con
actividades modulatorias, de las cuales seis moléculas tienen actividad
amplificadora y dos tienen actividad supresora. Se considera usar el
material amplificador en el ftratamientoc de condicicnes anérgicas y
condiciones de hiposensitividad inmune, tanto local y sistémica. Mientras el
material supresor es empleado para la preparacién y tratamiento de
condiciones de hipersensibilidad local tales como veneno de hiedra y otros.
Los factores inductores y supresores especificos de antigeno se pueden
encontrar en la fraccion de el dializado < 12,000 Da, con una mezcla de
moléculas con actividades semejantes a adyuvantes no especificas como
serotonina, bradikinina,  ascorbato, nicotinamida, prostaglandinas,
nucledtidos ciclicos y timosina a-1. Cuando los dializados son preparados

de linfocitos purificados por Ficoll-Hypag todos estos materiales vy
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probablemente otros se pueden encontrar en tal preparacion. Si el dializado
< 12,000 Da es sujeto a redialisis a un corte de 3500-Da, entonces la
fraccidon de la dialisis > 3500 Da conteniene los factores supresores e
inductores especificos de antigeno, mientras las moléculas semejantes a
adyuvantes mas pequefas con actividad suprescra no especifica son
segregadas en la fraccion de la dialisis < a 3500 Da.

Alternativamente, los dializados conteniendo el factor inductor pueden
ser preparados directamente de poblaciones de linfocitos purificados
enriquecidas por células T cooperadoras y los dializados conteniendo factor
supresor pueden ser preparados directamente de poblaciones de linfocitos

purificados enriquecidas por células T supresoras (77) (Figura 6 y Tablas 6

y7)
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Figura 6.- Analisis cualitativo de el dializado de leucocitos conteniendo
factores supresores y factores inductores de varias especificidades,
aislamiento y purificacion por dialisis diferencial e inmunoabsorcién

de afinidad.
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Tabla 6.- Propiedades inductoras-cooperadoras de el FT

Uniéon a antigenos especificos pero no a anticuerpos especificos

Recuperacion de antigeno-inmunoabsorbencia con urea 8 M

Union a Anti-Vy pero no a anticuerpos Anti-Vx

Unién a Anti-la pero no a anticuerpas ps-Microglobulinas

Reside en celulas T cooperadoras y no en celulas T supresoras.

Absorbido por células T supresoras y por macrofagos

Es encontrado en la fraccién de la didlisis > 3500 < 12,000 kDa

Células no-inmunes equipadas con una parte de union al antigeno

No se sabe si es un fragmento dializable del receptor de antigeno de células T cooperadoras.

Tabla 7.- Propiedades supresoras del FT

Unidn a anticuerpos IgG especificos pero no a antigeno especifico

Recuperacion de inmunoabsorbencia de IgG con Glycine-HCL

Union a Anti-Vk pero no a anticuerpos Anti-V,,

Union a Anti-la pero no a anticuerpos Anti-Bo-Microglobulinas

Reside en las células T supresoras y no en las células T colaboradoras

Es absorbido por células T colaboradoras y por macrofagos

Se encuentra en la fraccién de la dialisis > 3500 < 12,000 kDa

Bloquea la actividad inductora-cooperadora de FT sobre células no-inmunes en una dosis

dependiente.

ﬂ:\rOQa la respuesta de células inmunes a antigenos especificos in vitro y suprime la respuesta
de hipersensibilidad de tipo retardado en &l ¢cqjinete plantar en ratones Balb/c inmunes in vivo.

En 1995, Kirkpatrick et al., determiné que el FT es eficaz cuando se
administra por via oral, siendo resistente al medio ambiente enzimatico y
acidico de el estémago, y también postula que moléculas pequenas tales
como factores de transferencia (~5000-Da) son rapidamente absorbidos y
evitan una prolongada exposicion a un medio ambiente de degradacion

(62). Se ha reportado su efectividad administrandose por via oral en el
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tratamiento de herpes virus simplex, | y Il, el efecto es manifiesto a partir de
pocos dias hasta 3 meses, la dosis y administracion de el tratamiento
necesita ser individualmente adaptado a cada paciente aungue todos los
pacientes responden a dosis estandares de 2 unidades cada 3 dias (1
unidad es obtenida de 10° células) (132).

El EDL conteniendo FT, se ha empleado en la practica clinica en el
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades, como:

Infecciones virales: virus de el Epstein-Barr, (97), virus de el herpes
simplex, hepatitis B (108), pacientes con SIDA, sindrome de
inmunodeficiencia de el simio (SAIDS) (131), virus de Varicella-Zooster
(119), citomegalovirus (102), estomatitis aftosa recurrente (sin etiologia
determinada), sindrome de fatiga crénica, fibromialgia (117).

Parasitos: Criptosporidiasis (86), coccidia (35), especies de
Leishmaniasis.

Cancer. carcinoma de pulmén (69), sarcoma osteogénico no
metastatico (46), papiloma laringeo (4).

Enfermedades infecciosas: Micoplasma, neumonia, tonsilitis
habitual, meningitis supurativa, cistitis crénica, tuberculosis pulmonar,
postulosis palmoplantar, sarcoidosis, alergias (4), Candida albicans,
Pneumocystis carini, (35), Histoplasma capsulatum, Coccidiodo immitis,

isospora y dermatitis infecciosa, entre otras (67).

150218
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1.17 Hipdtesis
El extracto dializable de leucocitos bovino (EDLb) protege en contra
de el shock endéxico inducido por el LPS modulando la expresion de los

genes de las citocinas pro-inflamatorias.

1.18 Objetivos
1 .- Determinar la dosis letal de el LPS en ratones Balb/C in vivo.
2.- Determinar el efecto biolégico de el EDLb en la sobrevivencia de el
modelo experimental de el shock endotdxico murino /n vivo.
3.- Determinar el efecto biologico de el EDLb en |la expresion de el RNAmM
de los genes de las citocinas pro-inflamatorias en el shock endotoxico
murino i vijvo.
4 .- Determinar el efecto biologico de el EDLb en la produccién de las
citocinas pro-inflamatorias en el shock endotéxico murino in vivo.
5.- Determinar la dosis de el LPS en la que se produce una mayor
cantidad de nitritos en macrofagos peritoneales murinos in vivo.
6.- Determinar el efecto biolégico de el EDLb en la produccidon de nitritos
en macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS in vitro.
7.~ Determinar el efecto biolégico de el EDLb en la produccién de las
citocinas pro-inflamatorias en macrofagos peritoneales murinos

estimulados con LPS in vitro.



8.- Determinar el efecto biolégico de el EDLb en la expresion de el RNAm
de los genes de las citocinas pro-inflamatorias en células mononucleares
de sangre periférica humana estimulada con LPS in vitro.

9.- Determinar el efecto biolégico de el EDLb en la produccién de las

citocinas pro-inflamatorias en sangre periférica humana estimulada con

LPS in vitro.
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CAPITULO 2

Materiales y Métodos

2.1 Animales

Ratones Balb/C machos de 6 semanas de edad, se obtuvieron de
el Bioterio de el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la UANL. Los ratones fueron alimentados con una

dieta balanceada de ratén y agua bidestilada ad libitum.

2.2 Elaboracion del Extracto Dializable de Leucocitos bovino (EDLb)

El Exiracto Dializable de Leucocitos Bovino, (Producido por el
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la UANL, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon, México)
es un producto de un peso molecular de 10-12 kDa, elaborado a partir de
el homogenizado del bazo de bovinos sanos, dializado, liofilizado vy
posteriormente sometido a pruebas de esterilidad (inoculacion de ratones
in vivo, cultivo en diversos medios de cultivo y determinacion de
endotoxinas mediante la prueba de Limulus del lizado de amoebocitos
(LAL) (Endotoxin-Kit-Timed Gel Formation, SIGMA Chemical Company,
St. Louis, MO, USA), libre de la presencia de pirégenos endogenos vy

bacterias. Se empleo un solo lote de EDLb para todos los experimentos
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realizados. El EDLb obtenido de 1.0 x 10® leucocitos (definido como una
unidad; 1U) fue disuelto en agua inyectable libre de pirébgenos en un
volumén de 0.2 ml e inmediatamente administrado a los ratones via

intramuscular (i.m.) segun el modelo experimental a evaluar.

2.3 Lipopolisacaridos

El lipopolisacaridoe B (Lipopolysaccharide B from E. coli 026:B6 fue
obtenido de SIGMA, Chemical Company, St Louis, MO, USA)
reconstituido en agua libre de pirdgenos para preparar un stock a una

concentracion de 1 mg/ml, almacenado a -20°C hasta su empleo.

2.4 Tratamientos

2.4.1 Administracion de diversas dosis de LPS en ratones in vivo

para la determinacion de la dosis letal

Se administraron diferentes dosis de LPS de 1 a 17 mg/kg de peso
por animal por via intraperitoneal. En grupos de 10 ratones para cada una
de las dosis administradas, monitoreando la morbilidad, mortalidad y
sobrevivencia por un periodo de 72 horas, Se determino la dosis letal de

el 100% inducida por LPS.



2.4.2 Administracion de el EDLb en el shock endotéxico murino

inducido por LPS

El EDLb (1U) fue disuelto en 0.2 ml de agua inyectable libre de
pirogenos e inyectado via intramuscular a diferentes tiempos (30 min, 4, 8
y 12 h) después de el tratamiento con LPS (17 mg/kg). Los animales
control recibieron como tratamiento 0.2 ml de agua inyectable libre de
pirégenos via i.m. o EDLb (1U) via i.m. Para cada uno de los tratamientos
se formaron grupos de 10 ratones y se monitorearon morbilidad,
mortalidad y sobrevivencia por un periodo mayor de 72 horas.
Posteriormente, los animales se sacrificaron por dislocacién cervical e
inmediatamente fue colectado el bazo mediante esplenectomia radical y
la sangre mediante puncién cardiaca a intervalos regulares de tiempos
una vez que recibieron el tratamiento con LPS, EDLb, o LPS + EDLb (30
minutos, 4, 8 12, 24, 48 y 72 horas). El RNA total fue aislado de los
bazos para el analisis de el RNAm de citocinas pro-inflamatorias
mediante RT-PCR y el suero fue conservado a -70°C para la

determinacion de citocinas por ELISA.
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2.4.3 Optencién, tratamiento y cultivo de macréfagos peritoneales

murinos.

Ratones Balb/C hembras de 6 semanas de edad, fueron
sacrificados mediante dislocacion cervical, para la obtencion de
macrofagos peritoneales residentes, mediante lavados repetidos vy
recuperacion de el medio de cultivo RPMI-1640 estéril y frio dentro de la

cavidad peritoneal de el raton, empleando una jeringa con aguja estéril.

Una vez obtenidas las células, se centrifugaron a 1200 RPM por 10
minutos, se lavaron 2 veces con medio de cultivo RPMI-1640 estéril. Los
macréfagos peritoneales fueron cuitivados en placas de cultivo de 96
pozos (Costar, Cambridge, MA) a una concentracion de 1.6 X 108 células
/ ml en medio de cultivo RPMI-1640 completo (conteniendo 10% de SFB
inactivado y 1% de una solucion penicilina estreptomicina), se incubaron
durante 2 horas en una atmésfera a 37°C, 95%0; y 5%CO,, para permitir
la adherencia de Jos macréfagos al plastico, después se decanto el medio
y se estimularon con LPS (Lipopolysaccharide from E. coli 026:B6 Sigma
Chemical. St.) en un rango de dosis de 1 a 100 pg/ml para determinar la
dosis que inducia una mayor produccion de LPS durante un periodo de
incubacion de 72 horas en una atmésfera a 37°C, 95%0, y 5%0, . Todos

los tratamientos se ajustaron a un volumen final de 200 pl.



Posteriormente, para determinar el efecto de la administracién a
diferentes tiempos del EDLb (0.5 y 0.05 U/ml) en la produccidn de nitritos
en macréfagos peritoneales estimulades con LPS, se incubaron durante
72 horas en una atmaosfera a 37°C, 95%C, y 5%C0O,. Un volumen de 200
pl de los sobrenadantes de cada tratamiento fue colectado vy
almacenados a -70° C en tubos eppendorf de 1.5 m! estériles hasta su
evaluacion para la determinacion de nitritos mediante el método de

Greiss. Cada uno de los experimentos se realizé por triplicado.

2.4.4 Determinacion de la produccién de citocinas pro-inflamatorias
TNF-o, IL-6 e IL-10 en macréfagos peritoneaies murinos mediante

ELISA

Los macréfagos peritoneales murinos (5 X 10 ® células / pozo)
fueron cultivados en placas de 6 pozos, en medio RPMI-1640 completo
(conteniendo 10% de SFB inactivado y 1% de una solucion penicilina-
estreptomicina), estimulados con 100 pg de LPS y iratados con 1 U de
EDLb e incubados durante los tiempos indicados. Posteriormente, los
sobrenadantes fueron centrifugados por 5 minutos a 1200 rpm/ min para
remover restos celulares y transferidos a tubos eppendorf estériles y
almacenados a -70°C hasta su analisis de las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-

10 mediante ELISA,
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2.4.5 Determinacion de la produccion de citocinas pro-inflamatorias

TNF-a, [L-6 e IL-10 en sangre periférica humana in vitro

La sangre de individuos voluntarios sanos fue colectada en jeringas
estériles conteniendo heparina. Alicuotas de 5 ml de sangre fueron
colocados en tubos de polipropilenc (Falcon, Heidelberg, Germany),
estimulados con 50 ng de LPS y tratados con 1 U de EDLb. Los tubos
conteniendo |as muestras de sangre fueron colocados en un rotor e
incubados a 37°C, 95%0; y 5%CO; durante 5 h. Despues de esto el
plasma fue colectado mediante centrifugacion de la sangre (a 1200 rpm /
5 min) y transferides a tubos nuevos estériles y almacenados a - 70° C
hasta su evaluacion para la determinacion de la produccién de citocinas

mediante ELISA.

2.4.6 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
humana (CMNPH) para la determinacién de |la expresion de el RNA m

de citocinas pro-inflamatorias mediante RT-PCR.

Muestras de sangre periferica humana fueron estimuladas con 50
ng de LPS y tratadas con 1 U de el EDLb. Los tubos conteniendo las
muestras de sangre fueron colocadas sobre un rotor e incubados a una

atmoésfera a 37°C, 95%0, y 5%0,, durante un periodo de 5 horas.
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Posteriormente, las muestras fueron procesadas inmediatamente
para la coleccion de las CMNPH. En un gradiente de densidad
Histopaque-1077 (Sigma #1077-1 ST. Louis, MO, USA). Las CMNPH
fueron colectadas y lavadas 2 veces con medio RPMI[-1640 sin SFB vy
ajustadas a una densidad de 5 X10° células / ml, el pellet de las CMNPH
fue obtenido mediante una centrifugacion a 1200 rpm/5 min y 1 ml de
TRIzel (Life Technologies, Grand Island, NY) fue adicionado para la
obtencién de el RNA total. Posteriormente se determinaron las citocinas
pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 mediante RT-

PCR.
2.4.7 Determinacion de la Viabilidad Celular

Al final de todos los experimentos se determino la viabilidad
celular empleando el colorante azul trypan (Sigma Chemical ST.
Louis MO). El empleo de el azul trypan permite determinar la
diferenciacion entre una célula viva de una muerta mediante

exclusion celular.
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2.5 ELISA

(Enzyme-linked immunosorbent assay)

Es un método que cuantifica un antigeno fijado sobre una superficie
sélida empleando un anticuerpo especifico con una enzima acoplada
covalentemente. La cantidad de anticuerpo que une el antigeno es
proporcional a la cantidad de antigeno presente y es determinada
espectrofotometricamente midiendo la conversidon de un sustrato sin color

a un producto coloreado por el acoplamiento de la enzima.

Procedimiento:

1.- Se determina el numero de tiras a usar

2.- Se adicionan 100 pl del buffer diluyente standard al pozo cero

3.- Se adicionan 100 p| de cada uno de los standard a los pozos

apropiados

4.- Se adicionan 50 pl del buffer diluyente standard por pozo + 50 ul de la

muestra problema

6.- Se adicionan 50 ul del anticuerpo Anti-TNF-o biotinilado (Conjugado

de biotina) en cada pozo excepto en el blanco del cromégeno.
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7.- Se mezcla suavemente, se cubre el plato con un plastico y se incuba

por 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente

8.- Se decanta la solucién de los pozos, se descarta el liquido, se lavan

los pozos 4 veces con el buffer de lavado

9.- Se adicionan 100 pul de estreptavidina-HRP (Soluciéon previamente

elaborada). Excepto el blanco del cromoégeno.

10.- Se cubre el plato con el plastico y se incuba por 30 min a

temperatura ambiente

11.- Se decanta la solucion de los pozos y se descarta el liquido, se lavan

los pozos 4 veces con €l buffer de lavado diluido.

12.- Se adicionan 100 pl del cromogeno estabilizador a cada pozo.

También se agrega al pozo que se dejo para el cromogeno. El liquido en

el pozo se empieza a tornar azul.

13.- Se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente y en la

oscuridad (no cubrir con metal o papel aluminio)

14.- Se adicionan 100 nl de |a solucién de terminaciéon de la reaccidn

(Stop Solution) a cada pozo, se cubre y se mezcla suavemente. Los

pozos cambian de azul a amarillo.
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15.- La absorbancia se lee a 450 nm y se blanguea contra el pozo de el
cromogeno (que contiene 100 pl de el cromégeno y 100 pl de la soluciéon

de terminacion de |a reaccion).

16.- La lectura debe realizarse no pasandose de 2 horas después de

agregar la solucién de parado.

17.- Se multiplican los valores obtenidos por muestra por 2

Preparacion de reactivos

Buffer de Lavado (25X; 100 m! por bote): Se deja a temperatura
ambiente y se mezcla, posteriormente se diluye tomando 1 volumen de
25 X con 24 volumenes de agua deionizada, una vez preparado el buffer

se guarda en refrigeracion y luego se desecha a los 14 dias.

Procedimiento de lavado: Se aspira el liquido de los pozos o se
decanta, luego se llena cada pozo con 400 ul de buffer de lavado diluida,

se agita por 15 segundos y se aspira el liquido o decanta, después el

plato es invertido y se coloca un papel absorbente abajo.

Buffer Diluyente Estandar: se emplea sin diluir.
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Recostitucion de el estandar:

El estandar se reconstituye con 1.3 ml del buffer diluyente estandar.
Posteriormente se hacen diluciones tal como se muestran en la
Figura 7.

s 1S N 1 1 7 0%
0D Ogoogog O

700 ul BDE 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul
300 ul

BDE BDE EDE BDE BDE BDE BDE

1250 pg/ml 625 pg/m| 312 pg/ml 156 pg/ml 78.1 pg/ml 32.1 pg/ml 19.5 pg/ml 0 pg/ml

BDE= Buifer diluyente estandar
Figura 7.- Dilucion de el buffer diluyente estandar

Se descartan los estandares diluidos como el estandar después de

llevada a cabo la prueba. El buffer diluyente estandar se refrigera.
Almacenaje y Reconstitucion de Estreptavidina-HRP 100X:

Se Diluyen 10 pl de esta solucion concentrada con 1 ml del diluyente

estreptavidina-HRP para cada tira de 8 pozos a usar en la prueba.
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2.6 RT-PCR

(reverse transcription-polymerase chain reaction)

Es una adaptacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) empleada para amplificar un DNA complementaric (DNAc) de un
gen de interés. En este método, el RNA es aislado de una célula la cual
esta expresando el gen, y los DNA complementarios son sintetizados
mediante el empleo de la enzima transcriptasa reversa. El DNAc de
interés es amplificado por técnicas convencionales de PCR con primers

especificos del gen.

Aislaiento de el RNA total (TRIZOL Reagent)

Produccion esperada de RNA por mg de tejido o por 1x10 ° cells:

Higado y Bazo: 6-10 pg

Células epiteliales: 8-15 g

Fibroblastos: 5-7 ug

Se obtienen 50 g de RNA total los cuales son resuspendidos en 10 pl de
agua DEPC, (50 pg RNA total / 10 ul de agua DEPC). De este stock se

toman 2 ul de RNA total para llevar a cabo 1a reaccion del DNAc.
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Homogenizacion:

El trizol es una mezcla de fenol y GTC. E! fenol es un solvente
organico que desnaturaliza proteinas. GTC, es un inactivador de

RNAasas. Ambos compuestos son toxicos y causan quemaduras.

1.- Se adicionan 1ml de Trizol a 50 mg ¢ 100 mg de tejido 6 5-10 x 10°

células.

Fase de Separacion

2.- Se incuba la muestra por 5 minutos a 15-30°C

3.- Se adicionan 200 pl de cloroformo / mi de trizol empleado

4.- Se agita la muestra durante 15 segundos

5.- Se incuba a 15-30 grados centigrados durante 2-3 minutos
6.- Se centrifugan las muestras a 12,000 x g / 15 minutos a 2-8°C

(Nota: el cloroformo es un solvente organico denso que puede forzar la

fase acuosa y fenolica a separarse)

7.- Se obtienen tres fases: a).- en la parte superior, se obtiene una fase
acuosa sin color la cual contiene el RNA total de donde se pueden

colectar 600 jul de la suspension. b).- Interfase, es una banda de color
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blanco, aqui se encuentra el DNA genomico. c).- Fase roja, cloroformo

fenol, en esta fase se encuentran las proteinas.

8.- De la fase acuosa se toman de 400 a 600 pl, los cuales se colocan en
un tubo eppendorf estéril nuevo, se tiene cuidado de no aspirar la

interfase.

Precipitacion

9- Se adicionan 500 pl de Isopropanol alcohol absoluto

10.- Se incuba a2 15-30°C / 10 minutos

11.- Se centrifuga a 12,000 x g / 10 minutos a 2-8°C

(Nota: el isopropanol causa que el RNA precipite en la solucién, muchas

sales incluyendo GTC pueden permanecer en la solucion).

Lavado de el RNA

12.-Se remueve el sobrenadante por inversion y se lava el pellet con 1 ml
de etanol al 75%. (Nota: el etanol mantiene el precipitado de RNA; el 25%
de agua es suficiente para permitir que las sales sean removidas del

pellet).

13.- Se mezcla mediante agitacién en vortex
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14 .- Se centrifuga a 7500 x g /5 minutos a 2-8°C

15.- Se remueve el sobrenadante por inversion y se seca el pellet de el

RNA total a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

Disolviendo el RNA

16.- Se disuelve el RNA en 10 ul de agua DEPC, se pipetea varias veces

para disolver, posteriormente la muestra se incuba a una temperatura de

55a60°C /10 minutos.

17.- Se calcula la concentracion de el RNA total, haciendo una dilucién de
las muestras de el RNA:1.1000 = 1 ul RNA + 999 ul de agua o 1.500 =
2 ul de RNA + 998 ul de agua. Se lee la absorbancia a 260 nm y se

hacen los siguientes calculos RNA{ug/ul)= (DO260nm)(dilucién)(.05ug/ul)

Aislamiento del RNA empleando la técnica del TRIZOL Reagent, (LIFE

TECHNOLOGIES) GIBCO BRL. Cat. No. 15596.
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Sintesis de la primera cadena de cDNA usando la enzima
SUPERSCRIPT Il {Rnase H Reverse Transcriptase) Cat. No. 18064-

014. 10,000 units; 200U/pl.

Un volumen de reaccién de 20 ul se emplean para 5 pg de RNA
total 0 1 ng — 500 ng de RNA mensajero. Se Adicionan los siguientes

componentes a un tubo de Eppendorf libre de nucleasas:

1ul de Oligo (dt)12-18 (500 pg/ml)

2 ul de RNA total (1ng a 5 pg de RNA total)
1l del stock de 10 mM dNTP Mix

8 pl de agua destilada estéril

4 ul de 5X First-Strand Buffer
2ulde0AMDTT

1 ul de Inhibidor de Ribonucleasas (40 unidades/pul) (cuando use menos
de 50 ng de RNA inicial, ia adicién del inhibidor es esencial).

1ul  de SuperScript Il (200 unidades), se mezcla generosamente
pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

Al final de la mezcla se obtiene un volumen total de 20 ul el cual se
incuba a 42°C durante 50 minutos. la reaccion se inactiva a 70°C durante
un tiempo de 15 minutos. EI DNAc puede ser usado como templado para

la amplificacion en PCR.
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Para llevar a cabo la reaccion de M-PCR, se adicionan en un tubo

esteril:

H,O DEPC 7.625
10Xm SEP2G MPCR Buffer 1.250 ul
10Xm SEPG MPCR Primer 1.250 pl

Taq DNA Polimerase (GIBCO) (5 Uful)  0.250 pl
dNTP 4 ul
DNAc 2 ul

Se obtiene un volumen total de : 16,372 pl

La reaccién de el PCR para determinar los genes de las citocinas pro-
inflamatorias de ratén se llevo a cabo en un termociclador PTC-200,
Peltier Thermal Cycler. (MJ RESEARCH INC. Masachussetts, USA).
involucrando un periodo de desnaturalizacion de 4 min a 94°C; ademas
de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 57°C por 2 min y 72°C por 2 min seguido
por una extension final a 72°C por 7 min. El tamafio del DNA amplificado
fue de 658 pb para GAPDH, 538 pb para IL-10, 453 pb para IL-6, 351 pb
para TNF-o,, 294 pb para IL-1p, 237 pb para IL-12 p40 (MPCR Kits for
Mouse Sepsis Cytokines Set-2 Cat#:. SEP-M152G, SEP-M112G& SEP-

M554 G, Instruction Manual, Maxim Biotech, Inc.) El tamafio y la cantidad
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de los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 2% y visualizados por tincién con bromuro de etidio.

La reaccién de PCR para determinar los genes de las citocinas pro-
inflamatorias de humano llevo a cabo en un termociclador PTC-200,
Peltier Thermal Cycler (MJ RESEARCH INC. Masachussetts, USA)
empleando un multikit conteniendo primers especificos (MPCR Kits For
Human Sepsis Cytokines Set-2. Cat. #: SEP-M052G & SEP-M012G
Maxim Biotech, Inc. SAN FRANCISCO, CA.). El Kit fue usade de acuerdo
a las especificaciones de el fabricante. Involucrando un periodo de
desnaturalizacion de 4 min a 94°C; ademas de 30 ciclos a 94°C por 1
min, 60°C por 2 min y 72°C por 2 min seguidos de una extensién final a
72°C por 7 min. El tamafo de el DNA amplificade fue de 922 pb para
GAPDH, 682 pb para TNF-a, 528 pb para IL-1p, 433 pb para IL-12 p40,
358 pb para IL-6, 300 pb para IL-8 y 228 pb para IL-10. Una vez
concluida la reaccion de PCR, se toman 8 — 10 pul de esta reaccidn y se
combina con 1.5 pl de jugo azul, para determinar la expresion de los
genes, en un gel de agarosa al 2%, con un voltaje de 90 volts, y un buffer
de corrida al 1X. El tamano y la cantidad de los productos de PCR fueron
analizados por electroféresis en geles de agarosa al 2% y visualizados

por tincion con bromuro de etidio.
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2.7 Determinacion de 6xido nitrico basado en la reaccion de Greiss

La cantidad de nitritos en los sobrenadantes del cultivo fueron
determinados con el ensayo de Greiss la L-Arginina, es el sustrato para la
sintetasa de oOxido nitrico (NOS) y es convertida a L-citrulina y oxido
nitrico (NO). El NO es oxidado a compuestos estables que son NO, vy
NO’;. Los reactivos del ensayo de Griess son : Sulfanilamide 1% mas 7
ml de HzPO, y N-(1-naphthyl)-ethylendiamine hidrocloride 0.1% (0.1g en
100 ml de agua destilada) (NED). Estos compuestos son premezclados
en partes iguales y entonces incubados con una muestra conteniendo
NO’; (proporcion 1:1) formandose un color purpura, el producto coloreado
fue cuantificado empleando un lector de ELISA (autoreader Bio-tek
Instruments INC. EL311) a una absorbancia de 540 nm. La concentracién
de nitritos en las muestras fueron determinadas como uM de NO / ml
empleando una curva estandar para nitritos la cual fue incluida en cada

prueba.
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CAPITULO 3

Resultados

3.1 Efecto dosis-respuesta de la administracién de el LPS

La administracién de diferentes dosis de el LPS (1, 5, 7, 10, 13, 15
y 17 mg/kg) en ratones Balb/C, indujo el desarrollo de la sintomatologia
de el shock endotéxico: pilo-ereccion y diarrea. La severidad de los
sintomas y el grado de sobrevivencia de los ratones fue dependiente de
la dosis de LPS utilizada (Figura 8). La administracion de el LPS afecto la
morbilidad, mortalidad y sobrevivencia, encontrando gue la dosis de LPS
de 17 mg/kg indujo en los ratones el 100% de mortalidad en un periodo
no mayor a 22 horas (Figuras 8 y 9). La dosis de LPS de 17 mg/kg fue
empleada para evaluar los efectos de el EDLb en la sobrevivencia de los
animales seguido al shock endotoxico inducido por LPS (Figura 8 y Tabla
9).

3.2 Efecto protector de el EDLb en el shock endotdxico murino
inducido por LPS

La administracion de el EDLb (1 U/raton) protegié contra la muerte
inducida por 17 ma/kg de LPS en el shock endotéxico murine in vivo.

Sobresaliendo en un 90 % de sobrevivencia la eficacia de la

administracion de el EDLb 8 horas después de inducido el shock
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endotdxico, protegiendo contra la letalidad inducida por la inyeccién de el
LPS (P<0.05). La administracién de el EDLb en ratones no inyectados
con LPS, no afectd su morbilidad, mortalidad ni sobrevivencia (P<0.05).
La administracién de 17 mg/kg de LPS afectd significativamente la
morbilidad, mortalidad y sobrevivencia de los ratones (P<0.05). Se
observo que después de la inyeccion de el LPS en los ratones in vivo la
morbilidad empezd a manifestarse a partir de una hora. La mortalidad se
present6 a partir de las 14 horas postinyeccion con 17 mg/kg de LPS. La
administracion de el EDLb retardo la mortalidad hasta 20-26 horas
(P<0.05) en todos los ratones inoculados con LPS in vivoe de el shock
endotoxico.

Después de 72 horas no se observaron cambios en l|a letalidad

(Figura 9 y Tabla 8).

3.3 Efecto de el EDLb en |a expresién de IL-10 en el shock
endotéxico murino in vivo
La administracién a ratones con agua inyectable libre de pirégenos
enddgencs asi como de ratones que no recibieron tratamiento, no
estimulo |la expresion de IL-10 (Figuras 10, 11 y 12). El tratamiento con
EDLb indujo ligeramente la expresion de IL-10 durante todos los tiempos
evaluados, (Figura 11). La administracion de LPS indujo |la expresion de

IL-10 a partir de los 30 minutos manteniéndose asi hasta las 12 horas y
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disminuyendo ligeramente su expresiéon hasta las 20 horas (Figura 10).
En los ratones inyectados con LPS y tratados con EDLb después de 8
horas, se suprimié la expresién de [L-10 en todos los tiempos evaluados

(Figura 12).

3.4 Efecto de el EDLb en la expresiéon de IL-6 en el shock endotoxico
murino in vivo

No se detectd la expresion de IL-6 en ratones tratados con agua
inyectable libre de pirogenos endégenos (Figuras 10, 11 y 12) ni en los
tratados con EDLb (Figura 11). La administracion de LPS indujo en gran
medida la expresion de |L-6 a partir de los 30 minutos, manteniendo su
expresién hasta las 20 horas (Figura 10), los ratones en este tiempo
presentaban sintomas inminentes de muerte. En los ratones inyectados
con LPS y tratados con EDLb después de 8 horas, se suprimid la

expresion de |L-6 en todos los tiempos evaluados (Figura 12).

3.5 Efecto de el EDLD en la expresion de TNF-o en el shock
endotdéxico murino in vivo
En el grupo control de ratones (inyectados con agua inyectable libre
de pirdgenos endoégenos) (Figuras 10, 11 y 12) se detecto la expresion de
el TNF-a, por otra parte en el grupo de ratones tratados con EDLb se

incremento la expresion de el TNF-o manteniendo su expresion hasta las
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72 horas (Figura 11). El tratamiento con LPS incremento en gran cantidad
la expresion de TNF-o. durante todos los tiempos evaluados,
disminuyendo ligeramente su expresion a partir de las 20 horas, los
ratones en este tiempo presentaban sintomas inminentes de muerie
(Figura 10). En el grupo tratado con LPS y después de 8 horas tratados
con EDLDb los niveles de expresion de el TNF-a disminuyeron a partir de

los 4 horas (Figura 12).

3.6 Efecto de el EDLDb en la expresién de IL-15 en el shock

endotdxico murino in vivo.

En el grupo control (Figuras 10, 11 y 12) y en el tratado con EDLDb
(Figura 11) mostraron niveles comparables de expresion de IL-1p. El
tratamiento con LPS incremento considerablemente la expresion de IL-
1B en todos los tiempos evaluados, disminuyendo su expresion a las 20
horas (los ratones en este tiempo presentaban sintomas inminentes de
muerte) (Figura 10). En ratones inyectados con LPS y después de 8
horas tratados con EDLb se incremento la expresién de IL-1p a partir de
los 30 minutos, mostrando una disminucién gradual de expresiéon

dependiente de el tiempo, manteniendo valores similares al control a las

72 horas (Figura 12).
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3.7 Efecto de el EDLb en la expresién de IL-12 p40 en el shock
endotéxico murino in vivo,

En el grupo control, se encontré la expresion de el gen de IL-12p40
(Figuras 10, 11 y 12). En el grupo de ratones tratados con EDLDb los
niveles de expresion de este gen se incrementaron a partir de las 4 horas,
disminuyendo su expresidn hasta las 72 horas, sin afectar el
comportamiento de los ratones (Figura 11). El tratamiento con LPS
incremento la expresion de IL-12 p40 en todos los tiempos disminuyendo
su expresion a las 72 horas (Figura 10). En ratones inyectados con LPS y
después de 8 horas fratados con EDLb la expresion de IL-12p40 se
incremento a partir de las 1.5 horas y los niveles de expresion

disminuyeron a partir de las 24 horas (Figura 12).

3.8 Efecto de el EDLDb en la produccién de IL-10, TNF-a, e IL-6 en el
shock endotdxico murino in vivo
En los ratones pertenecientes al grupe control, no se observo la
produccién de TNF-¢, IL-6 e IL-10 (P<0.01) (Figuras 13, 14 y 15
respectivamente). En ratones inyectados con EDLb no se encontrd la
produccion de TNF-«, IL-6 e IL-10 (P<0.01) (Figuras 13, 14 y 15
respectivamente). En ratones inyectados con LPS se encontrd un

incremento significativo (P<0.01) de la produccion de citocinas (TNF-q,
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IL-6 e IL-10) (Figuras 13, 14 y 15 respectivamente). En ratones
inyectados con LPS y después de 8 horas tratados con EDLb se redujo
significativamente (P<0.01) la producciéon de las citocinas TNF-«, IL-6 e

IL-10 (Figuras 13, 14 y 13).

3.9 Efecto de el LPS en la produccién de nitritos en macrofagos
peritoneales murinos in vitro.

Para determinar la dosis de LPS que inducia un mayor incremento
en la produccion de nitritos. Macrofagos peritoneales murinos (1,6x106
cell/ml) fueron cultivados en cajas de 96 pozos y tratados con diversas
dosis de LPS (0,1,10,20,30,40,50,80 y 100 pg/ml) e incubados a 37°C en
una atmosfera de 95% 0, y 5% de CO, durante 72 horas. El sobrenadante
(200 pl) fue colectado y evaluado para determinar la produccion de
nitritos. Se determino que el estimulo con 20 pug/ml de LPS indujo una
mayor produccion de nitritos en macréfagos in vitro (P<0.01).

Encontrando diferencia altamente significativa (P<0.01) en cuanto a
la produccién de nitritos dependientes de las dosis de LPS empleadas en

macroéfagos peritoneales murinos (figura 16).
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3.10 Efecto de el EDLDb en la produccion de nitritos en macréfagos
peritoneales murinos estimulados con LPS in vitro.

El estimulo con LPS (20 pg/ml) en macréfagos peritoneales
murinos indujo una gran produccion de nitritos (P<0.01) (Figura 16). Se
observo gue el LPS afecto la viabilidad de estas células de una manera
dependiente de dosis (Figura 17). El tratamiento con EDLb (0.5 y 0.05
U/mi) en macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS
disminuyo significativamente (P<0.01) la produccién de nitritos en cada
uno de los tiempos de incubacion. El tratamiento con EDLb (0.5 y 0.05
U/ml), sin el estimulo de LPS en macréfagos peritoneales murinos no
afecto en la producciéon de nitritos (P<0.01). Se observo diferencias
significativas (P<0.01) entre los diferentes tratamientos empleados en
este experimento (Figura 15). Tambien se determinc que el EDLb no
afecta la viabilidad (P<0.01) de los macrofagos peritoneales murinos

(Figura 19).

3.11 El EDLb modula la produccion de TNF-q, IL-6 e IL-10 en
macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS in vitro.
El estimulo con LPS indujo significativamente (P<0.01) Ia
producciéon de TNF-a, IL-10 e IL-6 (Figuras 20, 21 y 22). El tratamiento
con EDLb en macréfagos peritoneales murinos en ausencia de LPS,

estimulo significativamente (P<0.01) la produccién de IL-10 (Figura 21) e
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IL-6 (Figura 22) sin afectar significativamente (P<0.01) la produccion de
TNF-o. (Figura 20). El tratamiento con EDLb en macréfagos peritoneales
murinos estimulados con LPS redujo significativamente (P<0.01) la
produccién de TNF-o (Figura 20), IL-6 (Figura 22) e incremento la
producciéon de IL-10 (Figura 21) (p<0.01). Se encontré diferencia
altamente significativa (P<0.01) entre los tratamientos en cuanto a la

produccién de las diversas citocinas (TNF-¢, IL-6 e IL-10).

3.12 Determinacion de la viabilidad de macréfagos peritoneales
murinos
Al final de todos los experimentos se determiné la viabilidad celular
mediante el colorante de exclusion azul tripan encontrando
aproximadamente un 95 a 98% de viabilidad en los macrofagos

peritoneales murinos.

3.13 Efecto de el EDLb en la expresion del RNAm de citocinas pro-
inflamatorias en sangre total humana estimulada con LPS.
En las células mononucleares de sangre periférica (CMNPH)
aisladas a partir de sangre total se observd una ligera expresién de el

RNAm del TNF-a e IL-8. En CMNPH estimulada con LPS (50 ng/ml) se

observo un incremento en la expresion de citocinas (TNF-a € IL-8) y la
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induccion de la expresion de el RNAm de IL-1p, IL-12p40, IL-6 e IL-10. El
tratamiento con EDLb (1 U) en CMNPH estimulada con LPS (50 ng/ml)
disminuyo la expresion de el RNAm de TNF-a, [L-1p, IL-6 y suprimio la
expresion de el RNAm de IL-12 p40 e [L-10, sin afectar la expresion de el
RNAmM de IL-8. El tratamiento con EDLb indujo la expresion de el RNAm
de IL-1PB e IL-6, incremento la expresion de IL-8, sin afectar la expresion

de IL-12 p40, IL-10 y TNF-a. en CMNPH (Figuras 23 y 24).

3.14 Efecto del bEDL en la produccién de IL-10, TNF-c. e IL-6 en
sangre total estimulada con LPS .

El tratamiento con LPS indujo significativamente (P<0.01) la
producciéon de IL-10, TNF-oc e [L-6. El tratamiento con EDLb indujo
moderadamente la produccion de IL-10, TNF-a e IL-6 (P<0.01) (Figuras
25, 26 y 27). El tratamiento con EDLb + LPS disminuyo significativamente
(P<0.01) la produccion de IL-10, TNF-a e IL-6 (Figuras 25, 26 y 27). En
sangre total sin tratar, la produccién de [IL-10, TNF-o. ¢ IL-6 no fue
significativa(P>0.5) (Figuras 25, 26 y 27). Se encontré diferencia en los
diversos tratamientos con respecto a las citocinas a evaluar (1L-10, TNF-«
e IL-6 (P<0.01). Al final de los experimentos se determiné la viabilidad
celular mediante el colorante de exclusiéon azul tripan encontrando

aproximadamente un 85 a 98% de viabilidad de las CMNPH.
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Figura 8. Efecto de el LPS en la mortalidad de ratones. Diferentes grupos de ratones (n=10) fueron
tratados i.p. con una dosis de LPS (0, 1, 5,7, 10, 13, 15,y 17 mg/kg) y la rportalidad fue determinda 72
h mas tarde. Los resultados son presentados como porcentajes de mortalidad.
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Figura 9, Curva de Mortalidad y Morbilidad inducida por la dosis letal de LPS (17 mg/kg).
Ratones Balb/C (n=30) fueron inyectados i.p. con una dosis de 17 mg/kg de LPS y su morbilidad y
mortalidad fue monitoreada durante 24 horas. Los resultados son presentados coma porcentagjes de
morbilidad y mortalidad. (La morbilidad fue determinada por los sintomas tipicos que incluyen letargia,
piloerection, y diarrea.)

83



LPS

658 bp (GAPDH)

§38 bp (IL-10)

453 hp (IL-6)

351 bp (TNF-a }

294 bp (IL-1 B)

237 bp (IL-12 p4D)

Citacinas Control 30 min 4h 8h 12h 20h
IL-10 00 8.210.3* |8.1+0.2* |[8.1x0.4* (8103 |8.2+0.5%
[ 0405 11+0.6™ |10+0.3* [95+02** (10105 |010.4
TNF-g 0.7+0.2 17.4 £0.3* (18.220.3** [16.8 20.2** |9.5 +0.5* |0.810.5
IL-1B 0.7 £0.4 18 £0.2* 17.7 20.4** |17.7 £0.3* [|17.2 0.7 |82£0.2*
IL.-12p40 0.8 +0.5 15 +0.2* 151 0.3* [16.320.4™ [17.0£0.2* |22 +0.1*
GAPLH 1£0.2 1105 1+0.5% 1104 1+0.4 1+0.1

Figura 10. Expresion de los genes de citocinas en el shock endotéxico inducido por el LPS. El
RNA total fue extraido de los bazos de ratones 30 min, 4, 8, 12, y 20 h después de el tratamiento con
LPS (17 mg/kg). El RNA fue analizado para determinar la expresion de el RNAm de las citocinas (IL-
10, IL-6, TNF-, IL-1B, e IL-12p40) mediante RT-PCR, camo se ha descrito en materiles y métodos. A)
El tamafio y la cantidad de los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 2% vy visualizados empleando bromuro de ethidio con luz ultravioleta, y fotografiado. Los
datos representan uno de 10 experimentos independientes (bazo); los diez experimentos muestran
resultados similares. C significa los ratones sin tratar. B) El nivel de el RNAm en las citocinas fue
cuantificado por densitometria y normalizados de acuerdo a la expresion constitutiva de el gen control
(GAPDH). La media de los valores de diez experimentos independientes (bazo) + SD. **P<0.01,

*P<0.05 comparados con el ratdn control sin tratar.
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72h  48h 24h  12h 8h ah 30m (v

£58 bp (CAPDH)

538 bp (IL-10)

453 bp (IL-6)

351 bp {TNF= )

294 bp (IL-1 B)

237 bp (IL-12 p40)
Citocinas Control 30 min 4h 8h 12h 24 h 43 h 72h
IL-10 0x02 2.2 £0.4* 28403 (23203 2.3 0.7 24 £0.3* 1.3+0.3" [0 £0.5
IL-6 0£0.1 005 006 0+0.3 0102 0+0.5 0+0.1 0£0.4 B
TNF-¢ 0.7+£03 0.7 £0.5 37403 324037 3.2%0.3" 3.2+02" 31 #0.5" 0.8+05
IL-18 1.2+05 09204 1.1x02 1.1 204 1.140.3 1.1+£0.3 11£0.7 1,002
IL-12p40 0.9+0.3 0702 3706" 3.240.3* 33+0.8" 32+01 3204 |09+06
GAPDH 1+05 1406 1202 1403 1204 1£0.2 1+0.1 102

Figura 11. Expresién de los genes de citocinas en ratones tratados con el EDLb. El RNA fotal
fue extraido de los bazos de ratones 30 min, 4, 8, 12, 24, 48, y 72 h después de el tratamiento con el
EDLb (1U). El RNA fue analizado para determinar la expresion de el RNAm de las citocinas (IL-10, IL-
B, TNF-a, IL-1B, e [L-12p40) mediante RT-PCR, como se ha descrito en materiles y métodos. A) El
tamario y la cantidad de los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 2% v visualizados empleando bromuro de ethidio con luz ultravioleta, y fotografiado. Los
datos representan uno de 10 experimentos independientes (bazo); los diez experimentos muestran
resultados similares. C significa los ratones sin tratar. B} E! nivel de el RNAm en las citocinas fue
cuantificado por densitometria y normalizados de acuerdo a la expresion constitutiva de el gen control
(GAPDH). La media de los valores de diez experimentos independientes (bazo) + SD. **P<0.01,
*"P<0.05 comparados con el raton control sin tratar.



LPS + EDLDL
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237 bp {IL-12 p40)
Citacinas Coptral a0 min 15h 4 h € h 12h 24h 48 h 72h
1L-10 0+ 0.2 002 010, 1 0£0.3 002 004 0403 0x0.3 0 +0.5
L6 0£0.2 040.5 040 3 006 0203 002 00 5 040 .2 0x0.2
TNF 0805 2.4 04" 21:086* 2.240.4* 02105 0.20.7 0203 0.340.4 0.3:06 B
IL-1p 06205 3.8 £0.47 2:930,5> 35 0.2 33+04"™ 33103 [24+03"™ |26x0.7* [0.70.2
IL-12p40Q Q07£04 0.705 B AN R 35+04* [3.240.2* 08401 0.7+ 0.4 0.740.5
GAPDH 1+0.5 1105 120.4 140,2 1203 140.4 1402 1101 1102

Figura 12. Expresién de los genes de citocinas en el shock endotéxico inducido por el LPS en
ratones tratados con el EDLb. El RNA total fue extraidc de los bazos de ratones 30 min, 1.5, 4, 8,
12,24, 48, y 72 h después de el tratamiento con el EDLb (1U) en el shock endotoxico en los ratones
inducido por la administracion de LPS {17 mg/kg). El RNA fue analizado para determinar la expresion
de el RNAm de las citocinas (IL-10, IL-8, TNF-w, IL-1p, e IL-12p40) mediante RT-PCR, como se ha
descrito- en materiles y métodos. A) El famafio y la cantidad de los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados empleando bromuro de ethidio
con luz ultravioleta, y fotografiado. Los datos representan uno de 10 experimentos independientes
(bazo); los diez experimentos muestran resultados similares. C significa los ratones sin tratar. B) El
nivel de el RNAm en ias citocinas fue cuantificado por densitometria y normalizados de acuerdo a la
expresion constitutiva de el gen control (GAPDH). La media de los valores de diez experimentos
independientes (bazo) + SD. **P<0.01, *P<0.05 camparados con el raton control sin tratar.
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Figura 13. Efecto de el EDLb en la produccién de el TNF-c. en el shock endotéxico en ratones
inducido por el LPS. Grupos de animales (n=10) control, bDLE, y LPS fueron inyectados i.m. o i.p.
con agua libre de pirogenos, EDLb (1 U), o LPS (17 mg/kg), respectivamente. Ratones Balb/C (n=10)
fueron inyectados intramuscularmente with EDLb (1 U) 8 h después de el pre-tratamiento con LPS (17
mg/kg) inyectados intraperitonealmente; después de 20 h los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical; la sangre fue colectada, y el suero fue mantenido a -70°C para la cuantificacion
de cltocinas empleando |a técnica de ELISA. Los niveles de TNF-o fueron determinados empleando
un kit comercal de ELISA para esta citocina (BIOSOQURCE INTERNATIONAL, INC. Camarillo, CA.
USA). Los kits fueron usados de acuerdo a las especificaciones de el fabricante. A) Media de los
valores de diez experimentos independientes (suero} + SD. **P<0.01, comparados con ratones control

sin tratar,
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Figura 14. Efecto de el EDLb en la produccion de IL-6 en el shock endotdéxico en ratones
inducido por el LPS. Grupos de animales (n=10) control, bDLE, y LPS fueron inyectados i.m. o i.p.
con agua libre de pirogenos, EDLb (1 U), o LPS (17 mg/kg), respectivamente. Ratones Balb/C (n=10)
fueron inyectados intramuscularmente with EDLb (1 U) 8 h después de el pre-tratamiento con LPS (17
mg/kg) inyectados intraperitonealmente; después de 20 h los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical; la sangre fue colectada, y el suero fue mantenido a -70°C para la cuantificacion
de citocinas empleando la técnica de ELISA. Les niveles de IL-6 fueron determinados empleando un
kit comercal de ELISA para esta citocina (BIOSOURCE INTERNATIONAL, INC. Camarillo, CA. USA).
Los kits fueron usados de acuerdo a las especificaciones de el fabricante. Media de los valores de
diez experimentos independientes (suero) + SD. **P<0.01, comparados con ratones control sin tratar.
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Figura 15. Efecto de el EDLb en la produccién de IL-10 en el shock endotdxico en rafones
inducido por el LPS. Grupos de animales (n=10) conirol, bDLE, y LPS fueron inyectados i.m. o I.p.
con agua libre de pirogenos, EDLb (1 U), o LPS {17 mg/kg), respectivamente. Ratones Balb/C (n=10)
fueron inyectados intramuscularmente with EDLb (1 U) 8 h después de el pre-tratamiento con LPS (17
mg/kg) inyectados intraperitonealmente: después de 20 h los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical; la sangre fue colectada, y el suero fue mantenido a -70°C para la cuantificacion
de citocinas empleando la técnica de ELISA. Los niveles de IL-10 fueron determinados empleando un
kit comercal de ELISA para esta citocina (BIOSOURCE INTERNATIONAL, INC. Camariila, CA. USA).
Los kits fueron usados de acuerdo a las especificaciones de el fabricante. Media de los valores de
diez experimentos independientes (suero) + SD. **P<0.01, comparados con ratones control sin tratar.
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Tratamientos Morbilidad (%) Mortalidad (%)

Control 0 0

LPS 100 100
EDLb 0 0

EDLb (72 h antes)+LPS 100 100
EDLb {48 h antes) +LPS 100 100
EDLb (24 h antes) +LPS 100 100
EDLb {12 h antes) +LPS 100 100
EDLb (8 h antes) +LPS 100 100
EDLD (4 h antes) +LPS 100 100
EDLDb (30 min antes) +LPS 100 100
LPS+EDLD (30 min despues 100 20
LPS+EDLDb (4 h despues) 100 20
LPS+EDLD {8 h despues) 100 10
LPS+EDLDb (12 h despues) 100 20

Tabla 8. Efecto de el EDLb en la sobrevivencia de el shock endotéxico en ratones inducido por
el LPS. Grupos de animales (n=10) control, bDLE, y LPS fueran inyectados i.m, o i.p. con agua libre
de pircgenos, EDLb (1 U), o LPS (17 mg/kg), respectivamente y monitoreados durante 72 horas La
mortalidad y morbilidad fue monitoreada y expresada como porcentajes. (grupo sin tratar: animales
control (n=10) fueron monitoreados por 72 horas. Grupo de EDLb: Ratones Balb/C (n= 10) fueron
inyectados intramuscularmente con EDLb (1 U) y se monitorearon durante 72 h. Grupo LPS: Ratones
Balb/C (n= 10) fueron inyectados intraperitonealmente con LPS (17 mg/kg) y se monitorearon durante
72 h. Grupos pretratado con EDLb + LPS: ratones Balb/C fueron pretratados ( inyecciones i.m.) cen
EDLb (1 U) a los 30 min, 4, 8, 12, 24, 48, y 72 h (n=10 cada grupo): ademas recibieron inyecciones
intraperitoneales de LPS (17 ma/kg) y fueron monitoreados durante 72 h. Grupos de LPS
(pretratados) + EDLb: ratones Balb/C fueron pretratados con LPS (Inyecciones i.p., 17 mg/ka) v
luego inyectados intramuscularmente con EDLb (1 U) en los siguientes tiempos; 30 min, 4, 8 y 12 h
(n=10 cada grupo), y monitoreados durante 72 horas.
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Figura 16. Efecto de el LPS sobre la produccién de el oxido nitrico en macrofagos
peritoneales murinos estimulados con LPS. Macréfagos peritoneales murinos fueron

cultivados a una densidad celular de 1.6X108 cells/ml en placas de 96 pozos y 1ratad°os con
LPS (0, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 80, y 100 mg/ml) e incubados en una atmosfera a 37 C con
95% 02 y 5% CO2 durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron colectados para dterminar la

produccion de ON empleando el reactivo de Greiss.
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Figura 17. Efecto de el LPS sobre la viabilidad celular en macréfagos peritoneales
murinos. Macréfagas peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad celular de
1.6X106 cells/ml en placas de 96 pozos y tratados con LPS (0, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 80, y
100 mg/ml. Ademas la viabilidad celular relativa (%) fue determinada por el colorante de
exclusion celular azul trypan.
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Figura 18. Efecto de el EDLb sobre la produccion de el ON en macréfagos
peritoneales murinos. Macréfagoes peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad
celular de 1.6X106 cells/ml en placas de 96 pozos y tratados con EDLb (0.05 y 0.5 U/ml)
durante 4 y 24 h; ademas, fueron estimuladas con LPS (20 mg/ml) e incubadas a 37°C en
una atmésfera a 37°C con 95% 02 y 5% CO2 durante 72 horas. También los macréfagos
peritoneales murinos fueron estimulados con LPS (20 mg/ml) durante O, 4, 8, 12, y 24 h;
ademas, fueron tratados con EDLb (0.05 y 0.5 U/ml) e incubados a 37°C en una atmosfera a
37°C con 95% 02 y 5% CO2 durante 72 horas, Los sobrenadantes fueren colectados para la

evaluacidon de el ON mediante el reactivo de Greiss.
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Figura 19. Efecto de el EDLb sobre [a viabilidad celular en macrofagos peritoneales
murinos. Macrofagos peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad celular de
1.6X106 cells/ml en placas de 96 pozos y tratados con EDLDb (0..0.031, 0.063, 0.125, 0.025,
0.5, 1, y 5 U/ml), durante 72 h. Ademas, la viabilidad celular relativa (%) fue determinada por
el colorante de exclusion celular azul trypan.
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Figura 20. El EDLb modula la produccién de el TNF-a en macréfagos peritoneales
murinos estimulados con LPS in vitro. Macrofagos peritoneales murings fueron cultivados
a una concentracion celular de 5X108 células/pozo y estimulados con LPS (20 mg/ml) y
tratados con EDLb (0.5 U/ml) e incubados en una atmodsfera a 37°C con 95% 02 y 5% CO2
durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron analizados para determinar la produccién de
TNF-a mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las especificaciones de el fabricante.
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Figura 21. El EDLb modula la produccién de IL-10 en macrofagos peritoneales murinos
estimulados con LPS in vitro. Macrofagos peritoneales murinos fueron cultivados a una
concentracion celular de 5X106 células/pozo y estimulados con LPS (20 mg/ml) y tratados
con EDLb (0.5 U/ml) e incubados en una atmasfera a 37°C con 95% 02 y 5% CO2 durante
72 horas, Los sobrenadantes fueron analizados para determinar la produccion de IL-10
mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las especificaciones de &l fabricante.
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Figura 22, E! EDLb modula la produccién de IL-6 en macrofagos peritoneales murinos
estimulados con LPS in vitro. Macréfagos peritoneales murinos fuergn cultivados a una
concentracién celular de 5X106 células/pozo y estimulados con LPS (20 mg/ml) y tratados
con EDLb (0.5 U/ml) e incubados en una atmésfera a 37°C con 95% 02 y 5% CO2 durante
72 horas. Los sobrenadantes fueron analizados para determinar la produccion de IL-6
mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las especificaciones de el fabricante.
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Figura 23. El EDLb modula la expression de el RNAm de las citocinas pro-inflamatorias
en células de sangre humana estimulada con LPS. El RNA total fue extraido de CMNPH
de sangre humana sin tartar, estimuladas con LPS (50 ng), EDLb (1U), vy LPS (50 ng) +
EDLb (1U), incubadas durante 5 horas en una atmdsfera a 37°C, 95%02 y de 5%CO2. El
RNA fué analizado para determinar la expression de las citocinas pro-inflamatorias (IL-10, IL-
6, TNF-a, IL-8, IL-1b, e IL-12p40) mediante RT-PCR, como se describe en materia y
métodos. El tamafioc y la cantidad de los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados por tincion con bromuro de ethidio.
Marcadores de peso molecular: controf positivo de citocinas de sepsis de humano.
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Figura 24. Niveles de expression de los genes de citocinas en células de sangre
humana estimulada con LPS y tratada con EDLb. Total RNA was extracted from
untreated, LPS (50 ng). bDLE (1U), and LPS (50 ng) + bDLE (1U) PBMC, El RNA total fue
extraido de CMNPH de sangre humana sin tartar, estimuladas con LPS (50 ng), EDLb (1U), ¥
LPS (50 ng) + EDLb (1U), incubadas durante 5 horas en una atmésfera a 37°C, 95%02 y de
5%C02. EI RNA fué analizado para determinar la expression de las citocinas pro-
inflamatorias (IL-10, IL-8, TNF-a, IL-8, IL-1b, e 1L-12p40) mediante RT-PCR, como se
describe en materia y métodos. El tamafio y la cantidad de los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados por tincion con
bromurc de ethidio y cuantificado con un software UVP Labworks Media Cybernetics Gel-Pro
Analyzer TM, Maryland U.S.A. Los datos fueron repartados como unidades relativas de
expresion.
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Figura 25. E| EDLb modula la produccién de IL-10 en células de sangre humana
estimuladas con LPS. Las muestras de sangre humana fueron estimuladas con LPS (50
ng), EDLb (1U), and LPS (50 ng) + EDLb (1U). Las muestras de sangre contenidas en tubos
fueron colocadas en un rotor e incubadas en una atmésfera a 37°C, 95%02 y 5%C0O2
durante 5 horas. El plasma fue colectado para |a determinacion de citocinas mediante ELISA.
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Figura 26. El EDLb modula la produccion de el TNF-a en células de sangre humana
estimuladas con LPS. Las muestras de sangre humana fueron estimuladas con LPS (50
ng), EDLb (1U), and LPS (50 ng) + EDLb (1U). Las muestras de sangre contenidas en tubos
fueron colocadas en un rotor e incubadas en una atmésfera a 37°C, 95%02 y 5%CO2
durante 5 horas. El plasma fue colectado para la determinacién de citocinas mediante ELISA.
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Figura 27. El EDLb modula la produccion de IL-6 en células de sangre humana
estimuladas con LPS. Las muestras de sangre humana fueron estimuladas con LPS
(50 ng), EDLb (1U), and LPS (50 ng) + EDLb (1U). Las muestras de sangre contenidas en
tubos fueron colocadas en un roter e incubadas en una atmésfera a 37°C, 95%02 y 5%C02
durante 5 horas. El plasma fue colectado para la determinacion de citocinas mediante ELISA.



CAPITULO 4

DISCUSION

Efecto dosis-respuesta de la administracion de el LPS en ratones in
vivo

La aplicacion de altas dosis de el LPS induce en los ratones un
estado semejante al shock séptico (58). Sepsis es una condiciébn muy
compleja que involucra una gran variedad de respuestas inflamatorias a
nivel local y sistémica (129). Los resultados obtenidos en el presente
estudio demuestran que todas las dosis de el LPS inducen morbilidad
despuées de su administracion en los modelos animales. La severidad de
los sintomas y la sobrevivencia fueron dependientes de la dosis de el
LPS empleada (Figura 1). La administracién de el LPS a una dosis de
17mg/kg indujo el 100% de moratlidad en un periodo no mayor a 22
horas (Figura 9 y Tabla 9). Victor V.M. et al., 2000 y Moreira et al., 1997,
demostraron de igual manera que la morbilidad y mortalidad de los
ratones fue dependiente de la dosis administrada. La muerte inducida por
el LPS en el torrente sanguineo es debida a una gran variedad de
respuestas fisiopatoldgicas en varios sistemas de oérganos y tejidos (o
cual conduce a fallos circulatorios y dafio a tejidos inducidos por

leucocitos y activacion del sistema de coagulacion e inmunologico los
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cuales parecen ser determinantes criticos en el desarrollo de falla mdltiple
de drganos y la subsecuente muerte, es sabidc que el TNF-a, es el

principal mediador que da inicio al desarrollo de todos estos eventos (48).

EDLb protege a ratones de la letalidad de el LPS

El shock séptico es el resultado de una descontrolada liberacién de
mediadores con actividad pro-inflamatoria en respuesta a una infecciéon
con bacterias Gram-negativas o en respuesta a endotoxinas (12). Con la
finalidad de determinar si el EDLb protegia a los ratones de la letalidad
inducida por el LPS, se formaron varios modelos de el shock endotoxico
empleando la dosis letal de 17 mg/kg via i.p. del LPS y se trataron con
una dosis de el EDLb en diversos tiempos segln el modelo (Tabla 9) de
estos resultados se determind que a pesar de la letalidad inducida por la
aplicacion de el LPS en los diferentes modelos del shock endotdxico, la
administracion de e! EDLb es capaz de proteger de la muerte mas no de
la morbilidad inducida por el LPS. Efectos similares han sido reportados
en el tratamiento de pacientes con shock séptico y enfermedades

relacionadas tratadas con el EDLb (83,113).
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La administracion de LPS in vivo induce la expresion y produccion
de citocinas pro y anti-inflamatorias

Nuestros resultados demuestran que la administracién de el LPS
en los ratones inducen una marcada sobre-expresidbn de genes de
citocinas pro-inflamatorias TNF-c, IL-1B, IL-6, IL-10 e IL-12 (Figura 10) y
un incremento en suero de la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-10 (Figuras
6, 7 y 8 respectivamente). Estos hallazgos concuerdan con multiples
estudios que demuestran, que el LPS es un agente que induce la
liberacién de estas citocinas in vivo e in vitro (12, 26, 48, 53, 58, 72, 76,
90, 99, 106, 115, 125, 129, 130, 139). Los efectos patofisiologicos de
sepsis severa, shock séptico y otros sindromes relacionados son una
consecuencia de |la produccion descontrolada de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10 e IL-12 entre otras (122, 134). Numerosos estudios de laboratorios
en modelos animales demuestran que la inhibicién de TNF-a o IL-1p
protegen en contra de los efectos daninos debido a la exagerada
produccién de citocinas mejorando significativamente la tasa de
sobrevivencia (95).
La administracion de EDLb disminuye la expresién y produccion de

citocinas proinflamatorias en ratones tratados con LPS
El tratamiento con EDLb después de el pretratamiento con LPS

modula la expresién de los genes de citocinas pro-inflamatorias
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(suprimiendo IL-6 e IL-10 y disminuyendo IL-1p, IL-12 y TNF-a) (Figura
12) y disminuye en el suero la produccion de citocinas de TNF-« IL-6 e
IL-10 (Figuras 13, 14 y 15 respectivamente). Estos datos se correlacionan
con los estudios realizados por Ojeda, et al. 1996 (104), en donde el
tratamiento con EDL disminuyé la produccion de el TNF-a en leucocitos
humanos estimulados con LPS in vifro. La IL-10 inhibe la produccion de el
TNF-a a nivel periféerico y en el cerebro (cuando es inyectado
sistémicamente) (33). La IL- 6 inhibe la sintesis de el TNF in vifro e in
vivo, se ha reportado que en ratones carentes de IL-6 cuando son
inyectados con LPS, producen altos niveles en suero de el TNF-g,
sugiriendo que la IL-6 enddgena puede participar en la regulacién
negativa de la produccion de el TNF-a (48). Por otra parte, el incremento
en la morbilidad y mortalidad de sepsis neonatal no parece ser debida a
una inadecuada respuesta de IL-10, debido a que los recién nacidos
pueden producir IL-10 en altas cantidades durante la sepsis (21, 28).

En ratones, la IL-10 protege en contra de la letalidad inducida por
la endotoxemia y el shock inducido por la enterotoxina B staphylococco
(SEB)® (76). Otros estudios sugieren que agentes no toxicos tales como
AS101, con la capacidad de inhibir IL-10 y estimular la funcién de
macrofagos puede tener efecto en el tratamiento de sepsis cuando son

administrados durante la fase de sepsis caracterizada por
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inmunosupresion. En clinica, se ha observado que algunos pacientes
con sepsis estan inmunocomprometidos por la administracién de
esteroides, neutropenia y deficiencias inmunolégicas genéticas o
adquiridas y pueden tener una respuesta inflamatoria inadecuada a la
infeccion. El aumentar los mecanismos de defensa del huésped puede
favorecer la depuracion de las bacterias y sus toxinas y reducir el dafo

tisular.

El LPS induce [a producciéon de TNF-q, IL-6, IL-10 y NO en

macrofagos peritoneales murinos in vitro.

Los macrofagos de tejidos participan en la generacion de la
respuesta endotoxica, la produccion de el 6xido nitrico y la secrecion de
el TNF-a producida por estas células han sido propuestos como los
mediadores primarios de este evento. Pocos minutos de exposicion al
LPS son suficientes para iniciar la maxima unién y activacion de los
monocitos (83). Nuestros resultados demuestran que el LPS en
macrofagos peritoneales murinos in vifro indujo un gran incremento en la
produccion de nitritos (Figura 16 y 17), TNF-«, IL-10 e IL-6 {Figuras 20,
21y 22). El LPS activa la transcripcion y la subsecuente liberaciéon de
citocinas incluyendo TNF-«, a través de una via de senalizacion mediada

por receptores (90). Durante una respuesta inflamatoria sistémica al LPS,

107



la liberacion no regulada de TNF-a dentro de la circulacidon da como
resultado disfuncion circulatoria, incremento en la permeabilidad
endotelial y disfuncion de érganos multiples (99). La liberacion del NO

inducida por el LPS es mediada a traves del TNF-a o INF-y (90).

EDLb disminuye la produccién de TNF-c., IL-6 y NO en macrofagos
peritoneales murinos in vitro estimulados con LPS.

En macrofagos peritoneales murinos incubados con EDLb durante
24 y 4 horas y luego estimuladas con LPS y en macrofagos peritoneales
murinos estimulados con LPS vy tratados con EDLb (0.5 y 0.05 U/ml) a
diferentes tiempos (0,4,8,12 y 24 h) y posteriormente incubados durante
72 horas. Se observo un incremento en la produccién de la [L-10 (Figura
21) y una disminucién en la produccion de el TNF-«. e IL-6 (Figuras 20 y
22 respectivamente) ademas de una disminucién significativa en la
produccion de nitritos (Figura 18). Una citocina clave que parece
restaurar este balance durante la sepsis es la IL-10 (24). Varios estudios
demuestran que la IL-10 inhibe la produccion de IL-1, TNF-a e IL-6 (141)
y oxido nitrico (41) en macréfagos activados por LPS. Multiples estudios
apoyan que la IL-10 es una citocina pleiotropica que controla los procesos
inflamatorios, suprimiendo la produccion de citocinas pro-inflamatorias, a

nivel transcripcional por el NF-kcB (9). La IL-6 tiene actividad pro y anti-
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inflamatoria (13). Esta citocina participa en el control de las citocinas pro-
inflamatorias pero no anti-inflamatorias, ademas las actividades anti-
inflamatorias de [IL-6 no pueden ser sustituidas por la IL-10 u ofras
citocinas (59,128). Muchas condiciones inflamatorias estan asociadas con
la produccion de grandes cantidades de NO, producidas por iNOS, con
los subsecuentes efectos citotdxicos, INOS, primero identificado en los
macrofagos puede ser expresado en cualquier tipo de células (93, 122).
La induccion de la INOS puede ser inhibida por numerosos
agentes: glucocorticoides, trombina, factor de activacion del macréfago,
factor de crecimiento derivado del tumor B, factor de crecimiento derivado
de plaguetas, IL-4, IL-8, IL-10 e [L-13. La induccidon de la iINOS puede
tener efectos protectores o toxicos, los factores que dictan las
consecuencias de la expresion de la INOS dependen de el tipo de dafo,
de el tejido, de el nivel y de la duracion de la expresion de la INOS, y
probablemente el estatus de ¢xido reduccion de el tejido. La induccion de
la INOS en células endoteliales produce dafio endotelial inhibiendo la
respiracién celular en macréfagos y células vasculares del musculo liso;
este proceso conduce a disfuncion y muerte celular (123).
Probablemenete la induccion en macrofagos peritoneales de una
ligera produccion de citocinas (Figuras 20, 21 y 22) y nitritos (Figura 18)
mediante el EDLb encontrada en este estudio revele la participacion de

estas citocinas en funciones inmunoldgicas estimulatorias no
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relacionadas a actividades. Se ha propuesto que una terapia efectiva en
el sindrome séptico puede ser la manipulacion de la respuesta
inflamatoria y la restauracion del balance entre las citocinas pro y anti-
inflamatorias. Este estudio proyecta un nuevo papel de el EDLb en
controlar la produccion de el TNF-«, IL-6 y 6xido nitrico posiblemente a
través de la produccion de IL-10 lo cual puede ser importante en el
desarrollo terapéuticc en contra de enfermedades mediadas por la
sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias y de el oxido nitrico tales

como el shock endotéxico, diabetes entre otras.

LPS induce la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias en
sangre total periférica humana.

Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
cuidados intensivos es la causa de morbilidad y mortalidad en la
poblacion hospitalaria post-quirtrgica, neonatal y geriatrica debida al
sindrome séptico. Este sindrome ha demostrado ser resistente a los
meétodos clasicos de terapias. Las endotdxinas conducen a la activacion
de un sistema de amplificacion que inicia la produccion de mediadores,
citocinas y quimioguinas especializados (1). El shock séptico es la
consecuencia de una scbreactivacion de las ¢élulas inmunologicas de el
huésped por productos bacterianos. En respuesta a estos compuestos,

las células de el sistema inmune y en particular la linea monocitica,
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producen cantidades copiosas de mediadores inflamatorias. La respuesta
biolégica de estos mediadores pro y anti-inflamatorios determinan el
pronéstico de el proceso inflamatorio. El TNF-a. e IL-1 son considerados
como los mas importantes mediadores de la respuesta inflamatoria (12).
Ensayos experimentales demuestran que el bloqueo de estas
citocinas en animales inoculados con LPS o con bacterias Gram-
negativas han probado que el TNF e IL-1 contribuyen al desarrollo de
hipotension, dafic en tejido y muerte en estos modelos. Por otra parte, se
ha demostrado que el bloqueo de TNF-a o IL-1 en la clinica de sepsis
tienen solo efectos marginales (14). Nosotros observamos que el
estimulo con LPS en sangre total in vitro, indujo una fuerte expresion de
las citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-12p40, IL-6 e IL-10 e incremento
la expresion de el TNF-a e IL-8 (Figura 23 y 24 respectivamente),
encontrando ademas un marcado aumento en la produccion de el TNF-c,
IL-6 e IL-10 (Figuras 25, 26 y 27 respectivamente). Los macréfagos
humanaos son muche mas sensibles al LPS gue los macréfagos murinos,
por eso cantidades pequefas (picogramos) de endotoxina son suficientes
para disparar la secrecion de el TNF-« (25, 71), IL-1(75), IL-6 (133), IL-8
(71), IL-12 (138), intermediarios de el nitrogenc y oxigeno reactivos,
precoagulantes, y moleculas de adhesion celular por estas células. El

desencadenamiento incontrolado de estos factores en respuesta al LPS,
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contribuyen al colapso de el sistema circulatorio, coagulacion
intravascular diseminada y a la muerte de el individuo. Un mecanismo
comun intracelular responsable de la expresion de los genes de el shock
séptico en monocitos y macréfagos involucra la activacion de el NF-«kB

(101).

El tratamiento con EDLb en sangre total periférica humana
estimulada con LPS disminuye la expresién y la produccion de
citocinas proinflamatorias.

Nosotros encontramos que el tratamiento con el EDLb, a sangre
total estimulada con el LPS, disminuyd la expresion de el mRNA de el
TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-12 p40 e inhibio el RNAm de IL-10 (Figuras 23 y
24). La produccion de las citocinas pro-inflamatorias IL-10, TNF-a e IL-6
también fue inhibida (Figuras 25, 26 y 27 respectivamente). Estos efectos
de disminucién de la expresion y produccién de las citocinas pro-
inflamatorias probablemente pueda explicarse debido a que el EDLb es
un extracto biclogico con amplio efecto sobre el sistema inmune. Otros
estudios han demostrado que la produccion de el TNF-a disminuyo con el
tratamiento de el EDL en leucocitos humanos estimulados con el LPS
(104). Hemos demostrado su efecto terapeutico en el tratamiento de

pacientes neonatos con shock septico (113). El TNF-a, posee
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propiedades pro-inflamatorias e inmunoregulatorias; es la primera citocina
que aparece en el plasma después de una endotoxemia o infeccion e
induce la sintesis y liberacién de otros mediadores, tales como IL-1 e IL-
6, generando una cascada de citocinas (133). La IL-6 es una citocina
pleiotrépica que es comunmente producida en los tejidos y liberadas
dentro de la circulacion en todas las disfunciones homeostaticas
incluyendo endotoxemia, trauma, e infecciones agudas; la IL-6 endégena
juega un papel anti-inflamatorio crucial en respuestas inflamatorias
sistémicas y locales por controlar el nivel de citocinas inflamatorias pero
no el de las citocinas anti-inflamatorias (120). La IL-10 es una citocina
anti-inflamatoria (94), la cual participa en la regulacion de la cascada
inflamatoria via regulacién negativa de la produccién de las moléculas
pro-inflamatorias (23, 24, 101)

Los recién nacidos pueden producir IL-10 en grandes cantidades
durante un cuadro séptico incrementando la morbilidad y mortalidad,
debido a que esta citocina liberada en exceso conduce a
Inmunosupresion sistémica (28, 89). En este estudio el estimulo por el
LPS y el tratamiento con el EDLDb, asi como el tratamiento con LPS +
EDLb, incrementaron la expresidén de la |L-8 (Figuras 23 y 24). Datos
similares fueron encontrados por Leenen et al., (1993), en donde el
tratamiento con pentoxifilina a chimpances inoculados con LPS (shock

endotoxico) inhibid la liberaciéon de el TNF-a e IL-6 inducidas por la
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endotoxina, la liberacion de la IL-8 no fue inhibida de manera significativa
por este tratamiento (79). Se ha demostrado que la administracion de la
IL-8 recombinante humana a primates sanos en una sola inyeccion 1.v. o
mediante infunsién iv. continua, no indujo dafios metabdlicos vy
hemodinamicos o el dafic multiple en érganos observado durante el

sindrome séptico {142).

Efecto de el tratamiento con EDLb a sangre total periféerica humana

Observamos que el tratamiento con el EDLb en sangre humana,
indujo la expresion de la IL-13 e IL-6, e incremento la expresion de el
RNAm de la IL-8, sin afectar la expresion de el RNAm de el TNF-q, IL-12
e IL-10 (Figuras 23 y 24). Ademas, incremento ligeramente (a produccion
de las citocinas pro-inflamatorias IL-10, TNF-a e IL-6 (Figuras 25, 26 y
27).

Nosotros proponemos que la aplicacion en pacientes de el EDLb
restablece la homeostasis de el organismo actuando como un
inmunomodulador debido al funcionamieto biolégico que ejercen estas
citocinas sobre el sistema inmune. Los efectos de la IL-1 son multiples
{inmunomodulacion, inflamacion, cicatrizacion, hematopoyesis,
metabolismo y el sistema endocrino). La IL-1 tiene efecto en el
tratamiento de el cancer, incluyendo actividad antiproliferativa directa en

contra de ciertas lineas celulares tumorales humanas y varias lineas de
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tumores murinos, en la activacion de células efectoras in vifro, induce
necrosis hemorragica y en la inhibicion de la angiogénesis de el tumor y
en la induccién de citocinas secundarias que pueden tener actividades
antiproliferativas e inmunoestimulatorias. La IL-1 protege y restaura la
medula dsea del dafio inducido por la radiacion o quimioterapia; puede
estimular la proliferacion de progenitores multipotenciales de células
madre de la médula ésea en presencia de otros factores estimuladores
de la colonia. (161,112). La IL-6 es un factor de diferenciacién de células
B in viva e in vitro y puede funcionar como un factor de diferenciacion de
células T, tambien induce la proliferacion de timocitos y probablemente
participa en el desarrollo de células T timicas (118). La IL-10 regula el
crecimiento  y/o diferenciacién de las células B, NK, células T
cooperadoras y citotoxicas, células dendriticas, granulocitos, keratinocitos
y células endoteliales. La IL-10 también participa en la diferenciacion y
funcionamiento de las células T, y en el control de las respuestas
inmunes y tolerancia /n vivo, es también un coestimulador para el
crecimiento de timocitos maduros e inmaduros y funciona como un factor
de diferenciacion de células T citotéxicas (89, 91). Se ha demostrado que
el TNF-a, participa en la hematopoyesis, reproduccion, inflamacién y
proteccién en contra de infecciones del organismo (1). Una dinamica y
un balance deben de existir enire las citocinas pro-inflamatorias y los

componentes anti-inflamatorios de el sistema inmunologico. El efecto
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neto de cualquier citocina depende de el tiempo de su liberacion, de el
medio ambiente local en el cual actian, de la presencia de elementos
sinergisticos o competitivos, de la densidad de el receptor de citocinas, y
de la respuesta de el tegjido a cada citocina, los disturbios de esta red
regulatoria de citocinas por el medio ambiente, genética o gérmenes
microbianos pueden dar como resultado consecuencias perjudiciales al
organismo (105). Aunque TNF-q, IL-18, IL-6, IL-12p40, IL-8 e IL-10 son
requeridas para una respuesta inmune normal, |a sobreexpresién de
estas citocinas fiene severas consecuencias patolégicas (56). La intensa
activacién de la respuesta sistémica normal, como sucede en sepsis y
traumas puede inducir una inmunosupresién inmunoldgica (94). Debido a
las propiedades de el EDLb de modular los niveles de el TNF-o, 1L-6, IL-
1,e IL-10, nosotros proponemos su empleo como inmunhomodulador e
cual puede ser de beneficio clinico en enfermedades que cursen con
desbalance de estas citocinas tales como sindrome septico, artritis

reumatoide, enfermedad inflamatoria de intestino y diabetes.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

1.- El extracto dializable de leucocitos bovino (EDLb) incrementa la
sobrevivencia de los modelos experimentales de el shock endotdxico
murino inducidos por LPS in vivo, modulando la expresion de los genes
de las citocinas pro-inflamatorias: suprimiendo la IL-10 e IL-6 y
disminuyendo IL-10, TNF-a_ e IL-12p40; y también disminuyendo la

produccion de las citocinas pro-inflamatorias IL-10, TNF-a e IL-6.

2- El extracto dializable de leucocitos bovine (EDLb) modula la
produccion de las citocinas pro-inflamatorias: disminuyendo la produccion
de el TNF-a e IL-6, incrementando la produccion de la IL-10; y disminuye
la produccion del oxido nitrico en macrofagos peritoneales murinos

estimulados con LPS in vitro.

3.- El extracto dializable de leucocitos bovino (EDLb) modula la expresién
de los genes de las citocinas pro-inflamatorias: disminuyendo TNF-g, IL-
13 e IL-6, suprimiendo la IL-10 e IL-12p40, sin afectar IL-8; y también
disminuyendo la produccion de las citocinas pro-inflamatorias IL-10, TNF-

o e |L-6 en sangre total humana estimulada con LPS in vitro.
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Abstract 3

The pathophysiology of endotoxic shock is characlerized by | Lhe acuvauon of multiple pro-inflammatory gencs and their
poducts which imtiate the inflammatory process. Endotoxic shock is 2 serious condition with high mortality. Bovine dialyzable
levkoeyte extract (bDLE) is a dialyzate of a huer,ogcncous mixture of low molecular weight substances released from
disiniegrated leukocytes of the blood or lymphoid tissue obtained from hoinogenized bavine spleen. bDLE is clinically effective
for a broad specirum of diseases. To determine whether bDLE improves survival and modulates the expression of pro-
lammatory cytokine genes in LPS-induced, murine endoloxic shock, Ba]b/C mice were treate] with bDLE (1 U) aler
petreament with LPS (17 mg/hg). The bDLE improved survival (30%), suppressed IL-10 and IL-6, and decreased IL-1p,

§ TNF-a, and IL-12p40 mRNA cxpression; and decreased the production of IL-10 (P<0.01), TNF-a (P<0.01), and IL-6
. [P<0.01) in LPS-induced, murine endotoxic shock. Our results demonstrate that bDLE leads fo improved survival in LPS-
nduced endotoxic shock in mice, modulaling the pro inflammatory cytokine genc cxpression, suggesting that bDLE is an
effective therapeutic agent for inflammatory illnesses associated with an unbalanced expression of pro-inflammatory cylokine
genes such as in endotoxic shock, rheumatic arthritis and other discases,
©2004 Published by Clsevier B.V.

Kepwords: Bovine dialyzable leukocyte extract; Endatoxic shock; LPS, pro-inflammatory cytokines

1. Introduction 26
Sepsis due to Gram-negative bacterial infection 27 2/

remains a major cause of mortality [i44, Invasion of 28

the host with Gram-negative bacteria may lead to
* Comrssponding author. Teb.: +52 81 83 76 43 19; fax: +52 81 . & y c o
B5242 12 systemic inflammatory syndrome characterized by 30
Fonnl addvess: errodrig@ecrdsiuanl tnx hypotension, disseminated intravascular coagulation, 31
(C. Rodriguez-Padilla) and renal, hepatic, and cercbral damage [19]. Most 32
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i3 )

33  of thesc deleterious cffects can be mimicked by an
34 infusion of endotoxin, the lipopolysaccharide (LPS)

35 component of the cell wall of Gram-negative
t 36 bacteria F17]. Lethal endotoxemia has been exten-
37 sively usced as an experimental model of Gram-

38 ncgative scptic shock [19]. LPS exerts its profound
30 effect on the host by activating LPS-sensitive cells
40 such as monocytes and endothelial cells to rclease
41 varjous cytokines, lipid mediators, and free radicals
42 [14]. The pro-inflammatory cytokines include tumor
43 nccrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1 beta
d4  (IL-1$3), nterleukin-6 (IL-6) and interleukin-12
45 (IL-12). These pro-inflammatory cytokines are
46 known to be important mediaiors in the patho-
47 genesis of lethal septic shock, systemic inflamma-
48 tory response syndrome, tissuc injury, cachexia,
49 bemorrhagic shock, vascular leakage syndrome,
50 tansplant rejection and various inflammatory dis-
o1 eases. The anti-inflammatory cytokine, interfeukin-
~ 482 10, inhibits pro-inflammatory cytokine production
9) 53 aud suppresses their inflammatory reactions | o The
84 devclopment of therapies directed towards the
58 inhibition of TNF-a preduction has " been 2n

56 important. goal in improving the management of

57 endotoxic shock and TNF-a-induced pathology-s.

53 Drugs such as JTE-607 [8), pentoxifyline [11],:21-

89  amunosteroids (7], thalidomide [18], and dexamethas.
60 sonc [2] have been shown to inhibit TNF-o
61 production in vivo and in vitro; this inhibition is
62 associated with protection from lethal doses of LPS
63 injected into experimental animals. However, inhib-
§4 itors of cytokines must be administered with caution
65 because cytokine effects are complex. Removal of
66 cytokines might be more harmful than beneficial
67 because they often permit a compensatory response
68 of the host, with salutary effects. Sublethal injec-
6% tions of TNF-& induce a kind of endotoxin tolerance
70 and protect animals against subsequent administra-
71 tion of LPS. Furthermorc, removal of TNF-a and
72 IL-1 Jeaves the host immunocompromised. This
73 might explain why clinical therapies directed against
T lanimacory cytokines have been so disappointing
% Dialyzable leukocyte extract (DLE) is a
76 dialyzate of a heterogencous mixture of low
77 molecular weight substances rcleased from disinte-
i\h _L_eni‘* gryted loukocytes of the blood or lymphoid tissue
7) [2g. DLE has ability to transfer specific cellular

80 immunity from an immune donor to a nonimmune

s
(3
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recipient [‘10]. Since the discovery of transfer factor
by Lawrence over 40 years ago, many clinical
reports have established' its usefulness as an
immuno-modulator in illoesses. Transfer factor con-
tains many molecules; some act in an antigen-
specific manner (5000 Da), whercas smaller
molccules (<3500 Da) have becn shown to have
immunc modulating activitics. DLE contains molc-
cules with nonspecific adjuvant-like activities such
as serotonin, histamine, bradykinin,” ascorbate nic-
otinamide, cyclic nucleotides, and. Lhymosm al [13).
DLE is used clinically as a preventive or therapeutic
agent in a variety of cases: immunity disorders,
immunosupressive  phapmagological therapies and

83
84
85
86
87
88
89
90
9
92
93
94

chronic infections [ ] -

In this paper, we determine whether or not bDLE
improves survival and modulates the cxpression of
pro-inflammatory cytokine genes in LPS-induced
endotoxic shock in mice.

,A.,l

2 Matcrials and methods
2 1 Ammals

Male Balb/C mice, 6 weeks old, were obtained
from the animal production facility of the Laboratorio
de lnmunologia y Virologia dc la Facultad de Cicncias
Bioldgicas de la UANL. The mice were maintained on
pelleted food and water ad libitum.

2.2. Bovine dialyzable leukocyte extract

Bovine dialyzable leukocyte extract (bDLE) pro-
duced by Laboratorio de Inmunologia y Virologia dc
la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL (San
Nicolas de los Garza, Nucvo Leon, México) is a low
molecular weight product (10-12 kDa) from bovine
spleen, dialyzed, lyophilized, and endogcnous pyro-
gen-free as determined by a Limudus of amoebocite
lysatc assay (Endotoxin-Kit-Timed Gel Formation;
Sigma, St. Louis, MO, USA), and free of bacteria as
determined by the culture of bBDLE in different cuiture
media and in vivo inoculation of mice. The bDLE
obtained from 1% 108 leukocytes is defined as onc unit
(1U) and was dissolved in 0.2 ml of pyrogen-frce
water and administered via mtramuscular injection for
each treatment,
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2.3, Treatments

Lipopolysaccharide B from £. coli 026:B6 (Sigma)
was reconstituted in pyrogen-free water to give a
stock concentration of 1 ng/ml and stored at ~20 °C
until use. IPS at doses from | to 17 mg/kg weight per
mouse was injected intraperitoneally to demonstrate
the dose-response effect of LPS during a 72-h peried.
Mice 1n the control group received intramuscular
injections of pyrogen-free water. Balb/C mice each
received intramuscular injections of bDLE (1 U) at the
following times: 30 min, and 4, 8, 12, 24, 48,and 72 h
(=10 each group); they were then injected intra-
peritoneally with LPS (17 mg/kg) and menitored for
72 h. The mice in the LPS group received a
pretreatment with LPS (17 mg/kg); thereafter (at 30
min, and at 4, 8, and 12 h), they received intra-
muscular injections of bDLE (1U) dissolved in 0.2-m}
pyrogen-free water and were then monitored for 72 h.
After the monitoring period, the animals were killed
by cervical dislocation. The splecn and blood were
collected. Total RNA was isolated from spleens for
RT-PCR of pre-inflammatory cytokines mRNA anal-

ysis, and serum was kept at =70 °C for cytokine #

1] i

determination by ELISA.

,A-a

2.4, Reverse transcriptase-polymerase chain reactzon

(RT-PCR}

Total RNA from mice splecn was prepared using
TRIzol reagent (Gibco, Grand Island, NY). Concen-
tration and integrity of RNA were ‘determined by
measuririg absorbance at 260 nm and analyzed by
electrophoresis on 1% agarosc gels. For RT-PCR, 1 pg

of tota] RNA was reverse-wranscribed using SUPER-
SCRIPT™ II RT (Gibco) and oligo (dT),-;s primer
(Gibco). The cDNA (I pb) obtained was amplificd
using Taq DNA polymerase (Gibco), and specific

primers were used (MPCR: Multiplex PCR Kit for
Mouse Sepsis Cytokines Sct-2, with GAPDH as
mternal control, cat. no. MP-70132, Maxim Biotech,
San Francisco, CA). These procedures—involving 4
min of 94 °C denaturation period, thereatter, 30 cycles
of 94 °C for { min, 57 °C for 2 min and 72 °C for 2
min followed by final extension at 72 °C for 7 mlin—
were performed using PTC-200, Pelticr Thermal
Cycler (MJ Research, Massachusetts, USA) according
to the manufacturer’s specifications. The amplified

W‘-.}’,; \

DNA size was 658 bp for GAPDH, 538 bp for IL-10,
453 bp for IL-6, 351 bp for TNF-a, 294 bp for IL-1p3,
237 bp for IL-12 p40. The size and amount of PCR
products were analyzed by electrophoresis in 2%
agarose gels, visualized by ethidium bromide staining
with UV light, then photographed and OD quantified
using a scanning densitometer. All values were
normalized to the constitutive expression of the
control gene (GAPDH).

%

2.5, Cytokine determination ;& '

To determine whether bDLE modulates the pro-
duction of pro-mﬂammalory uytokmes in LPS-
indyced, murine endotoxic shock, Balb/C mice
(n=10) were injected intramuscularly with bDLE (1

U) at 8 h after pretreatment with the LPS (17 mg/kg,
injccted mtrapentoneally) Twenty howrs later, the
animals werekilled by ‘servica| dislocation, the blood
was collected, and the scrum was kept at —70 °C for
cytokine determination by ELISA. The TNF-a, IL-6,
and IL-10 levels were measured with commercial
ELISA "kits for these cytokincs (Blosource Intcrna-
tional, Camarilio, CA, USA). Kits were used accord-
ing to manufacturer’s specifications.

2.6. Statistical analysis

The values are presented as meanzstandard ermror
(S.D.). All experiments were done three times.
Statistical significance was evaluated by ANOVA.

3. Results
3.1. Dose-response effect of LPS on swrvival

LPS induced lethargy, piloercction, and diarthea in
all the doses tested. The severity of the symptoms and
the survival rate were LPS dosc-dependent (Fig. 1).
LPS at 17 mg/kg induced 100% mortality within 22 h,
and it was used to determine the effect of B(DLE on the
survival and expression of pro-inflammatory cytokine
genes in LPS-induced, murine endotoxic shock.,

The LPS (17 mg/kg) test resulted in 20% morbidity
beginning 2 h after its administration, reaching its
maximum cffect between 4 and 12 h. Mortality was
20% by 16 h and reached 100% by 20-22 h after LPS
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Fig. |. Effect of LPS on mice mortality. Diffecent groups of mice
(=10} were treated i.p. with one dose of LPS (0, 1, 5,7, 10, 13, 15,
and 17 mg/kg) and mortality was determined 72 h later. Results
were presented 4 mortabity percomiages.

administration (Fig. 2). The LPS weatment signifi-
cantly (P< 0.05) induced morbidity and mortality,
respectively (Table 1).

3.2. Effect of bDLE on the survival of LPS-induced,
murine endotoxic shock

The pretreatment with bDLE at different times (30
min, 4, 8, 12, 24,48, and 72 h) did not affect ejther the
morbidity or mortality induced by LPS administration.

Howecver, the bDLE posttreatment at different- times «
(30 min, 4, 8, and 12 h) after the LPS injcctions™.

decrcasced the mortality te 20%, 20%, 10%, and 20%,
respectively, Because the bDLE treatment §'h afier
pretreatment with LPS resulted in the highest survival
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Fig. 2. Monality and morbidity by LPS (17 mg/kg) Icthal doses.
Balb/C mice (#=30) were i.p. injected with one dose of 17 mg/kg
LPS and their morbidity and mertality monitored for 24 . Results
are presented as morbidity and monality percentages. (Morbidity
wis determined by the typical symptoms including lcthargy,
piloereetion, and diarrhea).
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Tahle 1
Effect of bDLE o the survival of LPS-induced endotoxic shock in

mice

Murine treatment Morbidity (%) Mortality (%)
Untreated 0 ’ 0
LPS 100 100
bDLE 0 0
BOLE (72 h before)+LPS 100 100
bDLE (48 h before)+LPS 100 100
bDLE (24 h befare)*LPS 100 o100
BDLE (12 h before)+LPS 100 100
BDLE (8 h beforc)+LPS 100 " 100
BDLE (4 h before}+LPS 100 36 ~_ 100
bDLE (30 min before)*LPS 100, _loe
LPS+bDLE (30 min after) 100 7, ¥ 20
LPS+bDLE (4 h aftgr) i (1] KR 20
LPS+bDLE (8 h after) 100 - 10
LFS+bDLE (12 h after). 2> ... 100 20

Animals in contral, bDLE, and. LPS groups (n=10) wete injected
intracnuscularly or intraperitoncally with either pyrogen-free water,
bDLE (1 U), gjj)LPS_Z(l'I r:'igfkg). respectively, and monitored for 72
b, Thereafter, the: mortality and morbidity weee monitared and
expressed as percentages. (Untreated group: control animals (1=10)
were- moditored for 72 h. 6DLE group: Balb/C mice (n=10)
received .. injections of bDLE (1 U)and were monitorcd for 72 h.

__;FL'PS group: Balb/C mice (n=10) received i.p. injections of LPS (17
. mg/kg) and were monitored for 72 b. bDLE (pretreated)+ LPS group

“Balb/C mice were pretreated (i.m. injections) with bDLE (1 U) at 30
min, 4, 8, 12, 24, 43, and 72 h (u=10 cach group); thercafter they
reccived i.p. injections of LIPS (17 mg/kg) and were nonitored for 72

" h. LPS (pretreatedj+ BDLE group: Balb/C mice wese after pretreated

with LPS (i.p. injections, |7 mg/kg) and then injected intramuscuiarly
with bDLE (1 U) at the following times: 30 min, 4, 8, 12 h (#=10 cach
group), and monitored for 72 b,

rate (90%), this treatment was choscn for bDLE
studies. The bDLE treatment alone did not inducc
morbidity or mortality (Table 1).

3.3. Effect of bDLE on the expression of pro-
inflammatory cytokine genes.in LPS-induced, murine
endotoxic shock”

The bDLE modulated the mRNA expression of
pro-inflammatory cytokine genes in LPS-induced
endotoxic shock murine. The LPS treatment signifi-
cantly ( £<0.05) induced the mRNA expression of the
cytokine genes: IL-10 [30 min (8.2-fold), 4 h (8.1-
fold), 8 h (8.1-fold), 12 h (8.1-fold), and 20 h (8.2 h)],
IL-6 [ 30 min (11-fold}, 4 h {10-fold), 8 h (9.5-fold),
12 h (10-fold)], and increascd the mRNA expression
of TNF-a [30 min (17.4-fold), 4 h (18.2-fold), 8 h
(16.8-fold), and 12 h (9.5-fold)], IL-1p [30 min (18-
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fold), 4 h (17.7-fold), 8 h (17.7-fold), 12 h (17.2-fold),
and 20 h (8.2-fold}], and TL-12p40 [30 min (15-fold),
4 h(15.1-fold), 8 h (16.3-fold),12 h (17-fold), and 20
h (2.2-fold)]) after the LPS challenge (Fig. 3). The
bDLE treatment alone induced { £<0.05) the mRNA
cxpression of IL-10 [30 min (2.2-fold), 4 h (2.8-fold),
8 h (2.3-fold), 12 h (2.3-fold), 24 h (2.4-fold), and 48
h (1.3-fold)] and increased (P< 0.05) the mRNA
expression of TNF-« [4 h (3.7-fold), 8 h (3.2-fold), 12
h (3.2-fold), (24 h (3.2-fold), and 48 h (3.1-fold)] and
[L-12p40 [4 h (3.7-fold), 8 h (3.2-fold), 12 h (3.3-
fold), 24 h (3.3-fold), and 48 h (3.3-fold)}; IL-1R
mRNA expression was not affected (£<0.05) and the
IL-6 mRNA expression was not detected (P<0.05)
(Fig. 4). The bDLE treatment at 8 h after the
pretreatment with LPS modulated the mRNA expres-
sion of the pro-inflammatory cytokine genes; sup-

A LPS

pressed (£<0.03) IL-10 and IL-6 mRNA expression
and decreased (P<0.05) TNF-a [30 min (2.4-fold),
1.5 h (2.1-fold), 4 h (2.2-fold), 8 h (0.2-fold), 12 h
{0.2-fold), 24 h (0.2-fold), 48 h (0.3-fold), and 72 h
(0.3-fold)], IL-1{3 [36 min (3.8-fold), 1.5 h (3.9-fold),
4 h (3.5-fold), 8 h (3.3-fold), 12 h (3.3-fold), 24 h
(2.4-fold), 48 h (2.6-fold), and 72 h (0.7-fold)], and
1L-12p40 [30 min (0.7-fold), 1.5 h (3.2-fold), 4 h (3.1-
fold), 8 h (3.5-fold), 12 h (3.2-fold), 24 h (0.8-fold),
48 h (0.7-fold), ahd 72 h (0.7-fold)]- mRNA expres-
sion in all the times evaluated (Fig. 5). -

3.4. Effect of bDLE on the production of TNF-«, IL-6,

and [L-10 in LPS-induced endotoxic shock in mice
bDLE modulated "the “production of pro-inflam-

matory cytokines in LPS-indyced, murine endotoxic

658 bp (GAPDH)
1 538 bp (IL-10)
453 bp (IL6)
351 bp (TNF-a)
294 bp (IL-1 B)

«

/
237 bp (IL-12 p4n)

B

Cytokines  [Control 30 min 4h 8h 2h __ [20h
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Fig. 3. Cytokine gene expression in LPS-induced endotoxic shock, Tatal RNA was extracted from mouse spleens 30 min, and 4, 8, 12, and 20 h
after LPS treaunent (17 mp/kg). RNA was analyzed for the expression of cytokine mRNA (IL-10, [L-6, TNF-a, IL-18, and IL-12p40) by RT-
PCR, as described in Materials and methods. (A) The size and amount of PCR products were analyzed by electrophoresis in 2% agarose pels
and visvalized by cthidiuni bremide staining with UV light, and pho!ogra.ph/c* The data represent one of L0 independent expersments (spiecns);
the 10 experiments having shown similar results. (B) The level of mRNA-h the cytokines was quantificd by densitometry and notmalized to the
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Fig. 4. Cytoking gene expression in bDLE treated mice, Total RNA was cxtracicd from mouse spleens 30 min and 4, 8, 12, 24, 48, and 72 h after
bDLE (lU) wrcatment. RNA was analyzed for the exprcs.uon of cytokmc mRNA {IL-10, 1L-6, TNF-oc, IL-1R, and IL-{2p40) by RT-PCR, as
described in Materials and micthods, (A) The size and amount of PCR products were analyzed by clectrophoresis in 2% agarose gels and
visualized by cthidium bromide staining with UV light, and photographedy The data represent one of 10 independent experiments (spleens); the

10 experimients having shown similar resuits, (B) The level of mR]
constitutive expression of the control gene (GAPDH). (C)' Mg
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Fig. 5. Cywkine gene cxpression in LPS-induced endotoXic shock in mice treated with bDLE- Total RNA was cxtracted from mouse spleens at
30 min, and 1.5, 4, 8, 12, 24, 48, and 72 h after bDLE (I U) treatiment n LPS-induced endatoxic shock mice. RNA was analyzed for the
expression of eytoking mRNA (IL-10, IL-6, TNF-a, IL- 13, nnd IL-12p40) by’ R.T-PCR as'described in Materials and methods, (A) The sizc and
amount of PCR products were analyzed by electrophorcsis i in 2% agarosc gels and visualized by cthidium bromide staining with UV Tight, and
photographed. The data represent one of 10 independent cxperiments (spieens); the 10 experiments having showa similar resulisg(B) The lovel
of mRNA in the cytokines was quantified by densitometry and normalized to the constitutive expression of the control gene (GAPDH). (C)

Mean values of 10 independent experiments (spleens)+$.0. **P<0.01, *P<0.05 compared with untréated control mice
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of bacteremia and scptic shock causcd by bqga Gram-
positive and Gram-negative bacteria [1,28]. We
demonstrated that LPS administration in animal
models induced the overexpression of inflammatory
cytokines genes [L-10, IL-6, TNF-a, IL-13, and IL-
12p40 (Figs. 7 und 8). Similar results haye deman-
strated that the primary target cells for LPS are
monocytes and macrophages; picagram amounts of
cndotoxin are sufficient to wigger a massive produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, TNF-a, IL-1B,
IL-6, [L-8, IL-12, rcactive oxygen and nitrogen
intermediates, procoagulants, and cell adhesion mol-
ccules. In turn, expression of these LPS-tesponsive
factors contributes to collapse of the circulatory
system, to disseminated intravascular coagulation,
and to a 30% mortality rate. The ability to duplicate
many of the pathophysiologic changes associated with
septic shock by administration of [L-1{5 or TNF-at in
mice, rabbits, and baboons suggests 4 central role for

these mediators in endotoxin shock [1,8]. Numerous
laboratory studies with animal models demonstrate
that inhibition of TNF-a or IL-1p protects against the
deleterious effects of excessive cytokine activity and
significantly improves the survival rate in cases of
experimental endotoxic shock [17]. Our results
showed that although the posttreatment with bDLE
increased the survival of mice with LPS-induced
endotoxic shock, the treatments did not affcct the
morbidity; however, 72 h after the treatment with
bDLE, the signs and symptoms of endotoxic shock
disappearcd. Because thc bDLE posttreatment 8 h
after injection with LPS induced the highest survival
rate (90%), this trcatment was chosen for bDLE
studies. These results suggest that bDLE decreascs
mortality induced by LPS (Table 1). The bDLE
posttrcatment (afler the LPS injections) modulated
the expression of inflammatory cytokine genes (sup-
presscd IL-6 and IL-10; deercased IL-1(3, IL-12p40,
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Fig. 6. Effect of bDLE on the production of TNF-a in LPS-induced endotoxic shock in mice. Animals in control, bDLE, and LPS
endotoxic shock in mice. An.mwa]s in control. bDLE, a.nd LPS groups (n=10) were injected intramuscularly, 'or intraperitoncally
£roUps (n=10) were injected intramuscularly or intrapetitoncally with either pyrogertfree water, bDLE (1 U), or LPS (17 mg/ky),
with either pyrogen-frec water, b5DLE (1 U), or LPS (17 mgkg), respectively. Balb/C mice (n=10) wore injected intramuscularly
respectively. Balb/C mice (#=10) were injected intramuscularly with with bDLE (1U) at 8 h after pretreatment with LPS (17 mg/kg)
bDLE (1 U) at 8 h afier prctreatmcm_wnm LPS ('7_ mg/kg) i“l°§l5d njected iutraperitoneally; 20 h later, the animals were killed by
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dislocation, the blaod was coilected, und the serum was kept at —70 kept at =70 °C for guantification of cytokines by ELISA, The [L-10
*C for quantification of cytokines by ELISA, The TNI-c levels levels were measured with commercial ELISA kits for this cytokine
were measured with commercial ELISA kits for this cytokine (Biosource International). Kits were used according to manufactur-
(Biosource [ntemabional), Kits were used according (o manufactur- er's specifications, (A) Mean values of 10 independent experiments
er's specifications. (A) Mcan valucs of 10 independent experiments (spleens)=S.D. **P<0.01, compared with untrcated control mice.
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the treatment of scpsis, provided they are administered
during the phase of sepsis characterized by immune
suppression. Septic patients have shown immunosup-
pression by steroid administration, neutropenia, and
genetic and acquired immunologic deficiencies with
an nadequate inflammatory response to infection.
Regulation of host defense mechanisms may accel-
crate the climination of the bacteria and their toxins,
decreasing tissue injury. Altbough we found that the
treatment with only bDLE was able to induce the
expression of [L-10 and increase the expression of
TNF-o and JL-12p40 cytokine, this did not induce
any symptomatology associated with disease in the
wcated mice. Qur results demonstrate that bDLE leads
i0 improved survival in LPS-induced endotoxic shock
in mice, modulating the expression of pro-inflamma-
tory cytokine genes, and suggesting that bDLE is an
effective therapeutic agent for inflammatory illnesses
associated with an unbalanced expression of pro-
inflammatory cytokine genes such as endotoxic
shock, rheumatic arthridis and other diseascs.
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