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
observé 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
presentd 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 vivo de el shock
endotoxico.

Después de 72 horas no se observaron cambios en la letalidad

(Figura @ y Tabla 8).

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

IL-10 a partir de los 30 minutos manteniendose asi hasta las 12 horas y
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disminuyendo ligeramente su expresion hasta las 20 horas (Figura 10).
En los ratones inyectados con LPS vy tratados con EDLb después de 8
horas, se suprimio la expresion de IL-10 en todos los tiempos evaluados

(Figura 12).

3.4 Efecto de el EDLb en la expresion de IL-6 en el shock endotéxico
murino jn vivo

No se detecto la expresion de |L-6 en ratones tratados con agua
inyectable libre de pirégenos enddgenos (Figuras 10, 11 y 12) ni en los
tratados con EDLb (Figura 11). La administracién de LPS indujo en gran
medida la expresién de IL-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 suprimié la

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

3.5 Efecto de el EDLDb en la expresion de TNF-a en el shock
-endotdxico 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 ofra parte en el grupo de ratones tratados con EDLb se

incremento la expresién de el TNF-a manteniendo su expresion hasta las

75



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 expresidn a partir de las 20 horas, los
ratones en este tiempo presentaban sintomas inminentes de muerte
(Figura 10). En el grupo tratado con LPS y después de 8 horas tratades
con EDLb 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 expresion de IL-1j3 en el shock

endotéxico murino in vivo.

En el grupo control (Figuras 10, 11 y 12) y en el tratado con EDLD
(Figura 11) mostraron niveles comparables de expresion de IL-13. El
tratamiento con LPS incremento considerablemente la expresion de IL-
13 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 expresion de IL-1p a partir de
los 30 minutos, mostrando una disminucion gradual de expresién

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 expresion de IL-12 p40 en el shock
endotéxico murino in vivo,

En el grupo control, se encontrd la expresion de el gen de IL-12p40
(Figuras 10, 11 y 12). En el grupo de ratones tratados con EDLb los
niveles de expresion de este gen se incrementaron a partir de las 4 horas,
disminuyendo su expresion 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 alas 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

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

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

IL-10 (Figuras 13, 14 y 15),

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

Para determinar |la dosis de LPS que inducia un mayor incremento
en la produccién de nitritos. Macrofagos peritoneales murinos (1.6x10°
cell/ml) fueron cullivados 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 ul) fue colectado y evaluado para determinar la produccion de
nitritos. Se determino que el estimulo con 20 ug/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 produccion de nitritos dependientes de las dosis de LPS empleadas en

macrofagos 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 produccién de nitritos (P<0.01) (Figura 16). Se
observo que el LPS afecto la viabilidad de estas celulas de una manera
dependiente de dosis (Figura 17). £l tratamiento con EDLb (0.5 y 0.05
U/ml) en macréfagos peritoneales murinos estimulados con LPS
disminuyo significativamente (P<0.01) la produccion de nitritos en cada
unc 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 produccion de nitritos (P<0.01). Se observo diferencias
significativas (P<0.01) entre los diferentes tratamientos empleados en
este experimento (Figura 15). También se determino 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-o, IL-6 e IL-10 en
macréfagos peritoneales murinos estimulados con LPS in vitro.
El estimulo con LPS indujo significativamente (P<0.01) la
produccion de TNF-q, IL-10 e IL-6 (Figuras 20, 21 y 22). El tratamiento
con EDLb en macrofagos 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
produccién de IL-10 (Figura 21) (p<0.01). Se encontré diferencia
altamente significativa (P<0.01) entre los fratamientos en cuanto a la

produccién de las diversas citocinas {TNF-a, [L-6 e IL-10).

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

peritoneales murinos.

3.13 Efecto de el EDLD 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 observo 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 e IL-8) vy la
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induccidn de la expresion de el RNAm de IL-1p, IL-12p40, IL-6 e |IL-10. EI
tratamiento con EDLb (1 U) en CMNPH estimulada con LPS (50 ng/ml}
disminuyd la expresion de el RNAm de TNF-a, IL-18, IL-6 y suprimio ta
expresion de el RNAm de IL-12 p40 e IL-10, sin afectar la expresion de el
RNAmM de IL-8. El tratamiento con EDLb indujo la expresion de el RNAmM
de IL-1B e IL-6, incremento la expresion de IL-8, sin afectar la expresién

de IL-12 p40, IL-10 y TNF-ac en CMNPH (Figuras 23 y 24}

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

El tratamiento con LPS indujo significativamente (P<0.01) Ia
produccién de IL-10, TNF-a e IL-6. El tratamiento con EDLb indujo
moderadamente la produccién 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 produccién de IL-10, TNF-a e IL-6 (Figuras 25, 26 y 27). En
sangre total sin tratar, la produccion de IL-10, TNF-a e IL-6 no fue
significativa(P>0.5) (Figuras 25, 26 y 27). Se encontro diferencia en los
diversos tratamientos con respecto a las citocinas a evaluar (IL-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 95 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 mortalidad fue determinda 72
h mas tarde. LLos resultados son presentados como porcentajes de mortalidad.
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Figura 9. Curva de Mortalidad y Morhilidad inducida por la dosis letal de LPS (17 mg/kg).
Ratones Balb/C {(n=30) fueron inyectados i.p. con una dosis de 17 mo/kg de LPS vy su morbilidad v
mortalidad fue monitoreada durante 24 horas. Los resultados son presentados como porcentajes de
morhilidad y mortalidad. (La morbilidad fue determinada por los sintomas tipicos que incluyen letargia,
pilcerection, y diarrea.)
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12h 8h

858 bp (GAPDH}

538 bp (IL-10}

453 tip {IL-6)

251 bp (TNF-u )

294 bp (IL-1 B)

237 bp {IL-12 p40)

Citocinas Control 30 min 4 h 8h 12h 20h
1L-10 00 8.210.3* 8102 ([8.1x0.4% [8.1x03* |8.2+05"
L6 005 11 0.6 1003 |950.2" |10 0.5 010.4
TNF-g, 0702 17.4 £0.3* |18.220.3* |16.8 £0.2** 9.5 £0.5~ (0.8 0.5
IL-1B 0.7 0.4 18 £0.2= 17.7 104 7.7 £0.3* [17.20.7* |82+ 0.2*
IL-12p40 0.8 +0.5 15+0.2  [1510.3%  [16.30.4* [17.0£0.2" |2.2+0.1*
GAPDH 1202 1205 140.5% 1104 1+0.4 110.1

Figura 10. Expresidn de los genes de citocinas en el shock endotéxico inducido por el LPS. El
RNA total fue exiraido 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 |a expresion de el RNAm de las citocinas (IL-
10, IL-8, TNF-a, IL-1P, e IL-12p40) mediante RT-PCR, caomo se ha descrita en materiies 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 normalizades de acusrde a la expresion constitutiva de el gen control
{GAPDH). La media de los valores de diez experimenios independientes (bazo) + SD. **P<0.01,

*P<0.05 comparados con el ratdn control sin tratar.
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538 bp (IL-10)
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351 bp (TNF- }

294 bp (L1 By

237 bp (IL-12 p40)

Citocinas Conirol 30 min 4h 8h 12h 24 h 48 h 72h
[L-10 0+02 2.2+0.4"  |28+03™ |23+03 |23+07 |240.3" |13+03™ |0 405
L6 0+0.1 005 006 0+03 002 0 0.5 0+0.1 0+0.4
TNF-¢ 0703 Q0.7 40.5 37403 3.2 +0.3* 3.2£03 32402 3.1 +0.5% 0.8 +0.5
\L-1p 1.2:056 3.9+£0.4 1.4 £0.2 11 £0.4 1.1+03 1.1+0.3 11+ 0.7 10202
IL-12p40 0.9+ 0.3 0702 3.7 086" 3.2+03* 3.3 +0.6* 33401 32+x04% |0.9106
GAPDH 1205 1 0.5 1202 103 1204 102 101 102

Figura 11. Expresion de los genes de citocinas en ratones tratados con ¢l EDLb. El RNA fotal
fue exiraido de los bazos de ratones 30 min, 4, 8, 12, 24, 48, y 72 h después de el tratamiento con el
EDLb (1U). ElI RNA fue analizado para determinar la expresion de el RNAm de las citocinas (IL-10, IL-
6, TNF-¢, IL-1B, e [L-12p40) mediante RT-PCR, como se ha descrito en materiles y métodos. A) El
tamafio y la cantidad de los productos de PCR fueron analizades por electroforesis en geles de
agarosa al 2% vy visualizados empleando bromure 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.
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658 bp [GAPDH)

538 bp {IL-10)
453 by (IL-6) A
351 bp (TNF<.}
284 bp {IL-1 B}
237 bp {IL-12 p40}
Citocinas Control 30 min 1.5h 4 h Bh 12 h 24 h 48 h 72h
1L-10 0+ 0.2 0102 0101 010.3 0102 0104 003 010.3 0 +05
L6 010.2 0 0.5 0:0.3 0106 0103 002 0 0.5 0.2 0x0.2
THF- 08:058 2.4 +0.4" 2.1+ 0.8* 2.2 40,47 02405 0.2 0.7 02103 03104 03 +08 B
IL-1p 0.6+05 3.8 04" 3.9+05% 35102 33204 (33103 [24$03* |28:x07" |0.72D2
IL-12pd0 0.7+04 0.7 +0.5 32407 |31 3 35+04°  [32402 [08BaD1 0.7+ 04 a.7+05
GaPDH 1+05 145 1104 140.2 1203 1404 1402 1401 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 fug 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 endotéxico en los ratones
inducido por la administracion de LPS {17 mg/kg). EI RNA fue analizado para determinar la expresion
de el RNAmM de las citocinas (IL-10, IL-6, TNF-u, IL-1B, e IL-12p40) madiante RT-PCR, como se ha
descrito en materiles y metodos. A} El tamafic y la cantidad de los productes de PCR fueren
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados empleando bromuro de ethidio
con luz uitravioleta, 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 RNAmM 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 ratéon control sin tratar.
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Figura 13. Efecto de el EDLb en la produccién de el TNF-o en el shock endotéxico en ratones
inducide 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 inyectades 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 TNF-o fueron determinados empleando
un kit comercal de ELISA para esta citocina (BIOSOURCE INTERNATIONAL, INC. Camarillo, CA.
USA). Los kits fueran usados de acuerdo a las especificaciones de el fabricante. A) Media de ios
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 endotéxico en ratones
inducido por el LPS. Grupos de animales (n=10) cantrol, bDLE, y LPS fueron inyectados im. o i.p.
con agua libre de pirogenos, EDLb (1 U), o LPS (17 mg/kg), respectivamente. Ratones Balk/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 fueren sacrificados mediante
dislocacién cervical, la sangre fue colectada, y el suero fue mantenico a -70°C para la cuantificacian
de citocinas empleando la técnica de ELISA. Los 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 conirol sin tratar.
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Figura 15, Efecto de el EDLb en la produccién de IL-10 en el shock endotéxico en ratones
inducide por el LPS. Grupos de animales (n=10) control, bDLE, y LPS fueron inyectades i.m. ¢ i.p.
coh agua libre de pirogenos, EDLb (1 U}, c 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 cuantificacién
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. 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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Tratamientos Morbilidad (%) Mortalidad (%)

Control 0 0

LPS 100 100
EDLb 0 0

EDLb (72 h antes)+LPS 100 100
EDLDb (48 h antes) +LPS 100 100
EDLDb (24 h antes) +LLPS 100 100
EDLb (12 h antes} +LPS 100 100
EDLb (8 h antes) +LPS 100 100
EDLDb (4 h antes) +LPS 100 100
EDLb (30 min antes) +L.PS 100 100
LPS+EDLDb (30 min despues 100 20
LPS+EDLD (4 h despues) 100 20
LPS+EDLb (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, hDLE, vy 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 heras. 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.) con
EDLb (1 U) alos 30 min, 4, 8, 12, 24, 48, y 72 h {(n=10 cada grupo); ademas recibieron inyecciones
intraperitoneales de LPS (17 mg/kg) y fueron monitoreados durante 72 h. Grupos de LPS
(pretratados) + EDLb: ratoras Balb/C fueron pretratados con LPS (Inyecciones i.p., 17 mgikg) y
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.

90



0.025-

0.02-

Nitritos 0.015-
(NM/200p1)

0 1 10 20 30 40 50 80 100
LPS (ng/ml)

Figura 16. Efecto de el LPS sobre la produccion de el oxido nitrico en macréfagos
peritoneales murinos estimulados con LPS. Macrofagos peritoneales murinos fueron

cultivados a una densidad celular de 1.6X106 cells/m| en placas de 96 pozos y tratados con
LPS (0, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 80, y 100 mg/ml} e incubados en una atmoésfera a 37°C con
95% 02 y 5% CO2 durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron colectados para dterminar la

produccién 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. Macrofagos peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad celular de

1.6X106 cells/ml en placas de 96 pezos 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

exclusién celular azul trypan.
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Figura 18, Efecto de el EDLb sobre la produccion de el ON en macréfagos
peritoneales murinocs. Macrofages peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad
celular de 1.6X106 cells/ml en placas de 96 pozos y tratados con EDLE (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 atmosfera a 37°C con §5% 02 y 5% CO2 durante 72 horas. También los macréfagos
peritoneales murinos fueron estimulados con LPS (20 mg/ml) durante Q, 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 fueron colectados para la

evaluaciéon de el ON mediante el reactivo de Greiss.
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Figura 19. Efecto de el EDLb sobre la viabilidad celular en macrdfagos peritoneales
murinos. Macréfagos peritoneales murinos fueron cultivados a una densidad celular de

1.8X108 cells/ml en placas de 96 pozos y tratados con EDLb (0._0.031, 0.063, 0.12_5‘ 0.025,
0.5, 1, y 5 U/ml), durante 72 h. Ademas, la viabilidad celular relativa (%) fue determinada por
el colorante de exclusidn celular azul trypan.
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Figura 20. El EDLb modula la produccion de el TNF-a en macréfagos peritoneales
murinos estimulados con LPS in vitro. Macrofagos peritoneales murinos fueron cultivados
a una concentracion celular de 5X1086 células/pozo vy estimulados con LPS (20 mg/ml) v
tratados con EDLbE (0.5 U/ml) e incubados en una atmosfera a 37°C con 95% 02 y 5% CO2
durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron analizados para determinar la produccion de
TNF-a mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las especificaciones de el fabricante.
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Figura 21. El EBLb modula la produccién de IL-1¢ en macrofagoes peritoneales murinos
estimulados con LPS in vitro. Macrofagos peritoneales murinos fueron cultivados a una
concentracién celular de 5X106 células/pozo y estimulados con LPS (20 mg/mi) y tratados
con EDLb (0.5 U/ml) e incubados en una atmosfera a 37°C con 95% Q2 y 5% CO2 durante
72 horas. Los sobrenadantes fueron analizados para determinar la produccion de IL-10
mediante la técnica de ELISA de acuerdo & las especificaciones de el fabricante.
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Figura 22. E! EDLb modula la produccion de IL-6 en macréfagos peritoneales murinos
estimulados con LPS in vitro, Macroéfagos peritoneales murinos fueron cultivados a una
concentracion celular de 5X106 células/pozo y estimulados con LPS (20 mg/mi) y tratados
con EDLb (0.5 U/mby 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 L6
mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las especificaciones de el fabricante.
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Figura 23. Ei 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), y 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 expressién de las citocinas pro-inflamatorias (IL-10, 1L-
6, TNF-a, IL-8, IL-1b, e IL-12p40) mediante RT-PCR, como se describe en materia y
métodos. E) tamafio y la cantidad de los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados por tincién con bromuro de ethidio.
Marcadores de neso molecular: control 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) + EDLD (1V), incubadas durante 5 horas en una atmésfera a 37°C, 95%02 y de
5%C02. El RNA fué analizade para determinar la expression de las citocinas pro-
inflamatorias (IL-10, IL-8, TNF-a, IL-8, IL-1b, e IL-12p40) mediante RT-PCR, como se
describe en materia y métodos. El tamafio y la cantidad de los productos de PCR fuercn
analizados por electroforesis en geles de agarcsa al 2% y visualizados por tincion con
bromuro de ethidio y cuantificado con un software UVP Labworks Media Cybernetics Gel-Pro
Analyzer TM, Maryland U.S.A. Los datos fueron reporiados como unidades relativas de
expresion.
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Figura 25. El 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%CO2
durante 5 horas. El plasma fue colectado para la determinacion de citocinas mediante ELISA.
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Figura 26. El EDLb modula 1a produccion de el TNF-a en células de sangre humana
estimuladas con LPS, Las muestras de sangre humana fueron estimuladas con LPS (50
ng}, EDLE (1U), and LPS (50 ng) + EDLb (1U). Las muestras de sangre contenidas en tubos
fueron colocadas en un rotor e incubadas en una atmédsfera a 37°C, 95%02 y 5%CO02
durante 5 horas. El plasma fue colectado para la determinacién de citocinas mediante ELISA.
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Figura 27, El EDLb modula la produccién de IL6 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 atmosfera a 37°C, 95%02 y 5%C02
durante 5 horas. E! plasma fue colectado para la determinacion de citocinas mediante ELISA.
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CAPITULO 4

DISCUSION

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

La aplicacién de altas dosis de el LPS induce en los ratones un
estado semejante al shock séptico (58). Sepsis es uha condicidon 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 fodas las dosis de el LPS inducen morbilidad
después de su administracién 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 dependienie de la dosis administrada. La muerte inducida por
el LPS en el torrente sanguineo es debida a una gran variedad de
respuestas fisiopatologicas en varios sistemas de dérganos y tejidos lo
cual conduce a fallos circulatorios y dafio a tejidos inducidos por

leucocitos y activacion del sistema de coagulacion e inmunolégico los
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cuales parecen ser determinantes criticos en el desarrollo de falla multiple
de érganos y la subsecuente muerte, es sabido que el TNF-a, es el

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

EDLDb protege a ratones de la letalidad de el LPS

El shock séptico es el resultado de una descontrolada liberacion de
mediadores con actividad pro-inflamatoria en respuesta a una infeccidon
con bacterias Gram-negativas o en respuesta a endotéxinas (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 endotéxico
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 segun 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 el EDLb es capaz de proteger de la muerte mas no de
la morbilidad inducida por ¢l 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 administracidén 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-expresién de genes de
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-10 e IL-12 (Figura 10) y
un incremento en suero de la produccion de TNF-a, IL-6 € 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
liberacidn 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 patofisioldgicos de
sepsis severa, shock séptico y ofros sindromes relacionados son una
consecuencia de la produccién 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 inhibicion de TNF-o o IL-1p
protegen en contra de los efectos daninos debido a la exagerada
produccién de citocinas mejorando significativamente la tasa de
sobrevivencia (85).
La administracion de EDLb disminuye la expresién y produccién de

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

modula la expresion de los dgenes de citocinas pro-inflamatorias
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(suprimiendo IL-6 e IL~10 y disminuyendo IL-1p, IL-12 ¥y TNF-o} (Figura
12) y disminuye en el suero la produccion de citocinas de TNF-a IL-6 e
IL-10 (Figuras 13, 14 y 15 respectivamente). Estos datos se correlacionan
con los estudios realizados por Ojeda, et al. 1896 (104), en donde el
tratamiento con EDL disminuy6 la produccidn de el TNF-o. en leucocitos
humanos estimulados con LPS in vitro. La IL-10 inhibe la produccién de el
TNF-a a nivel periférico  y en el cerebro (cuando es inyectado
sistémicamente) (33). La IL- 6 inhibe |a sintesis de el TNF /n vitro e in
vivo, se ha reportado que en ratones carentes de IL-6 cuando son
inyectados con LPS, producen altos niveles en sueroc de el TNF-q,
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 |a letalidad inducida por
la endotoxemia y el shock inducido por la enterotoxina B sfaphyfococco
(SEB)’ (76). Otros estudios sugieren que agentes no toxicos tales como
AS101, con la capacidad de inhibir IL-10 y estimular la funcién de
macréfagos puede tener efecto en el tratamiento de sepsis cuando son

administrados durante la fase de sepsis caracterizada por

106



inmunosupresion. En clinica, se ha observado que algunos pacientes
con sepsis estan inmunocomprometidos por la administraciéon 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 la produccién 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 endotdxica, la produccién de el éxido nitrico y la secrecion de
el TNF-o 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 activacién 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,
21 y 22). El LPS activa la transcripcion y la subsecuente liberacion de
citocinas incluyendo TNF-«, a través de una via de sefalizacion mediada

por receptores (90). Durante una respuesta inflamatoria sistémica al LPS,
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la liberacidn no regulada de TNF-o dentro de la circulacion da como
resultado disfuncién circulatoria, incremento en la permeabilidad
endotelial y disfuncion de organcs multiples (99). La liberacion del NO

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

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

En macréfagos peritoneales murinos incubados con EDLbE durante
24 y 4 horas y luego estimuladas con LPS y en macréfagos peritoneales
murinos estimulados con LPS y 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 |IL-10 (Figura
21} y una disminucion en la produccion de el TNF-o e IL-6 (Figuras 20 y
22 respectivamente) ademas de una disminucion 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 gue la IL-10 inhibe la produccion de |L-1, TNF-x e IL-8 (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-xB (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 |L-6 no pueden ser sustituidas por la IL-10 u otras
citocinas (59,128). Muchas condiciones inflamatorias estan asociadas con
la produccion de grandes cantidades de NO, producidas por iNOS, con
los subsecuentes efectos citotdxices, 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 activacién del macréfago,
factor de crecimiento derivado del tumor B, factor de crecimiento derivado
de plaquetas, IL-4, IL-8, IL-10 € |L-13. La induccién de la INOS puede
tener efectos protectores o tdxicos, los factores que dictan las
consecuencias de la expresion de la INOS dependen de el tipo de dario,
de el tejido, de el nivel y de la duracidn de la expresion de ta INQS, y
probablemente el estatus de éxido reduccion de el tejido. La induccién de
la iINOS en células endoteliales produce dafio endotelial inhibiendo la
respiracion 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 producciéon 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 produccién de el TNF-a, IL-6 y 6xido nitrico posiblemente a
través de la produccion de IL-10 lo cual puede ser importante en el
desarrollo terapéutico en contra de enfermedades mediadas por la
sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias y de el oxido nitrico tales

como el shock endotdxico, diabetes entre ofras.

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
poblacién hospitalaria post-quirtirgica, 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 amplificacién que inicia la producciéon de mediadores,
citocinas y quimioquinas especializados (1). El shock séptico es la
consecuencia de una sobreactivacion 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 monaocitica,
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producen cantidades copiosas de mediadores inflamatorias. La respuesta
biclégica de estos mediadores pro y anti-inflamatorios determinan el
pronéstico de el proceso inflamatorio. El TNF-« e IL-1 son considerados
como los mas importantes mediadores de la respuesta inflamatoria (12).
Ensayos experimentales demuestran gue el blogueo 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
hipotensidn, dafo 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 él
estimulo con LPS en sangre total in vitro, indujo una fuerte expresion de
las citocinas pro-inflamatorias IL-1B, 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-q,
IL-6 e IL-10 (Figuras 25, 26 y 27 respectivamente). Los macrofagos
humanos son mucho mas sensibles al LPS que los macrdéfagos murinos,
por esc cantidades pequefias (picogramos) de endotoxina son suficientes
para disparar la secrecion de el TNF-c (25, 71), IL-1(75), IL-6 (133), IL-8
(71), IL-12 (138), intermediarios de el nitrdbgenc 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-«B

(101).

El tratamiento con EDLb en sangre total periférica humana
estimulada con LPS disminuye la expresion 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-1B, 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 disminucidn de la expresion y produccion de las citocinas pro-
inflamatorias probablemente pueda explicarse debido a que el EDLb es
un extracto biolégico con amplio efecto sobre el sistema inmune. Otros
estudios han demostrado que la produccién de el TNF-a disminuyo con el
tratamiento de el EDL en leucocitos humanos estimulados con el LPS
(104). Hemos demostrade 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 inmunoreguiatorias; 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 regulacidon 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
inmunosupresiéon sistémica (28, 89). En este estudio el estimulo por &l
LPS y el tratamiento con el EDLDb, asi como el tratamiento con LPS +
EDLb, incrementaron la expresién de la IL-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

endotdxico) inhibié la liberacién de el TNF-a e IL-6 inducidas por la
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endotoxina, |a liberacion de la IL-8 no fue inhibida de manera significativa
por este tratamiento (79). Se ha demostrado que la administracién de la
IL-8 recombinante humana a primates sanos en una sola inyeccién f.v, o
mediante infunsidn /iv. continua, no indujo dafios metabdlicos vy
hemodinamicos o el dafic multiple en 6rganos observado durante el

sindrome séptico (142).

Efecto de el tratamiento con EDLb a sangre total periferica humana

Observamos que el tratamiento con el EDLb en sangre humana,
indujo la expresion de la IL-1p e IL-6, e incremento la expresion de el
RNAmM de la IL-8, sin afectar la expresion de el RNAm de el TNF-a, IL-12
g IL-10 (Figuras 23 y 24). Ademas, incremento ligeramente la produccion
de las citocinas pro-inflamatorias IL-10, TNF-o e IL-6 (Figuras 25, 26 y
27).

Nosotros proponemos que la aplicacidn 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
(inmunomodulacién, 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 inhibicién 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 ¢sea del dafo inducide por la radiacion o quimioterapia; puede
estimular la proliferacidn de progenitores multipotenciales de células
madre de la medula 6sea en presencia de otros factores estimuladores
de la colonia. {(161,112). La IL-6 es un factor de diferenciacion de células
B in vivo e in vilro 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, v en el control de las respuestas
inmunes y tolerancia in vivo, es también un coestimulador para el
crecimiento de timocitos maduros e inmaduros y funciona como un factor
de diferenciacién de células T citotdxicas (89, 91). Se ha demostrade que
el TNF-a, participa en la hematopoyesis, reproduccion, inflamacién vy
proteccion en contra de infecciones del organismo (1). Una dinamica y
un balance deben de existir entre las citocinas pro-inflamatorias y los

componentes anti-inflamatorios de el sistema inmunologico. El efecto
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neto de cualguier 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 tgjido a cada citocina, los disturbios de esta red
regulatoria de citocinas por el medic ambiente, genética o gérmenes
microbiancs pueden dar como resultado consecuencias perjudiciales al
organismo (105). Aunque TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12p40, IL-8 & IL-10 son
requeridas para una respuesta inmune normal, la sobreexpresion de
estas citocinas tiene severas consecuencias patolégicas (56). La intensa
activacion de la respuesta sistémica normal, como sucede en sepsis y
traumas puede inducir una inmunosupresion inmunolégica (94). Debido a
las propiedades de el EDLb de modular los niveles de el TNF-a, IL-6, IL-
1,e IL-10, nosotros proponemas su empleo como inmunhomodulador el
cual puede ser de beneficio clinico en enfermedades que cursen con
desbalance de estas citocinas tales como sindrome seéptico, 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 endotéxico
murino inducidos por LPS in vivo, modulandeo la expresion de los genes
de las citocinas pro-inflamatorias: suprimiendo la IL-10 e IL-6 vy
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 bovino (EDLb) modula la
produccidn de las citocinas pro-inflamatorias: disminuyendo la produccion
de el TNF-a e IL-6, incrementando la produccién de la IL-10; y disminuye
la produccion del oxido nitrico en macrofagos peritoneales murinos

estimulados con LPS in vitfro.

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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Bovine dialyzable leukocyte extract protects against LPS-~induced,
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Abstract

The pathophysiology of endotoxic shock is chraclerized by | Lhe actlvauon of multiple pro-inflammatory genes and their
products which initiate the nflammatory process. Endotoxic shock is a serious condition with high martality. Bovine dialyzable
levkoeyte extract (bDLE) is a dialyzate of a thel:ogcncous mixture of low malecular weight substances rcleased from
disintegrated leukocytes of the blood or lymphoid tissue obtained from homogenized bovine spleen, bDLE is clinically effective
for a broad spectrum of diseases. To determine whether bDLE improves survival and modulates the expression of pro-
aflammalory cytokine genes in LPS-induced, murine endoloxic shock, Balb/C mice were trcated with bDLE (1 U) aller
pickeeaiment with LPS (17 mg/hg). The bDLE improved survival {30%), suppressed 1L-10 and IL-6, and decreased (L-1p,

TNF-a, and IL-12p40 mRNA expression; 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 cndotoxic, shock. Our results demonstrate that bDLE leads to improved survival in LPS-
induced endotoxic shock in mice, modulating the pro inflammatory cytokine genc expression, suggesting that bDLE is an
effective therapeutic agent for inflamnmatory illnesses associated with ar unbalanced c;}pressnon of pre-inflammatory cytckine
geney such as in endotoxic shock, theumatic anhritis and other discases.

22004 Published by Clsevier B.V.

Kepwords: Bovine dialyzable leukocyte extmcet; Endotoxic shock; LPS, pro-inflammatory cytokines

* Comresponding author. Tel.: +52 81 83 76 43 19; fax: +52 81
§15242 12

E-mail address: emrodrip@ecr.dsiuanl.inx
(€. Redriguez-Padilla).

1567-5769/% - see front matter © 2004 Published by Eisevier B.V.

&:10.0016/].intirmp 2004.06.014

1. Introduction

Sepsis due to Gram-negative bacterial infection

26

27

remains a major cause of mortality [14%, Invasion of
the host with Gram-negative bacteria may lcad to a
systemic inflammatory syndrome characterized by
hypotension, disseminated intravascular coagulation,
and renal, hepatic, and cercbral damage [19]. Most
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j3u]

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

35 component of the cell wall of Gram-negative
36 bacterin {17]. Lethal endotoxemia has been exten-
37 sively used as an experimental model of Gram-

38 negative scptic sheck [19]. LPS exents its profound
30 effect on the host by activating LPS-sensitive cells
40 such as monocytes and endothelial cells to release
41 various cytokines, lipid mediators, and {ree radicals
42 [14]. The pro-inflammatery cytokines include tumor
43 nccrosis factor-alpha (TNF-w), interleukin-1 beta
d4  (IL-1§3), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-12
45 (IL-12). These pro-inflammatory cytokines are
46 known to be important mediaiors in the patho-
47 gencsis of lethal septic shock, systemic inflamma-
48 tory response syndrome, tissuc injury, cachexia,
49 hemorrhagic shock, vascular leakage syndrome,
o0 transplant rejection and various inflamunatory dis-
91 eases. The anti-inflammatory cytokine, interfeukin-
f~ 92 10, inhibits pro-inflammatory cytokine production
9753 and suppresses thelr In{lammatory reacuons |8 The
94 development of therapies directed towards the
35 inhibition of TNF-a produciion has “been an

=

56 important goal in improving the management Ofi‘?‘

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

58 Drugs such as JTE-607 [8), pentoxifyline [11];:21- %

50 aminostcroids [7], thalidomide [18], and cicxmv'net.h'cl—,-1
60 sonc [2] have been shown to inhibit TNF-a
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-
64 jtors 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 compensalory respanse
68 of the host, with salutary cffects. Sublethal injec-
69 tions of TNF-o induce a kind of endotoxin tolerance
70 and protect animals against subsequent administra-
7% tion of LPS. Furthermore, removal of TNF-a and
72 IL-1 leaves the host immunocompromised. This
73 might explzin why clinical therapies directed against
TamunatQry cytokines have been so disappointing
%. Dialyzable leukocyte cxatract (DLE) is a
76 dialyzate of 2 heterogeneous mixture of low
77 molecular weight substances released from disinte-
grgted loukocytes of the blood or lymphoid tissue

79 [2g. DLE bhas ability to transfer specific cellular
80 immunity from an immune donor to a nonimmune

M.A. Franco-Molina et al. / International hnmunopharmacology xx (2004) xcx—xaxx

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

83
84
85
86
87
34
89
90
91
92
9

immunosupressive pha logical _therapies _and
chronic infections | o

In this paper, we determine whether or not bDLE
Improves suwwal and modulates the expression of
pro- mflammatory ‘cytokine genes in LPS-induced
endotoxic sho&k in mice.

2 Materials and methods

2 I Ammais

Male Balb/€ mice, 6 weeks old, were obtained
from the animal production facility of the Laboratorio
de Inmunologia y Virelogia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas 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 Laboraterio de Inmunologia y Virologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL (San
Nicolas dec los Garza, Nucvo Ledn, México) is a low
molecular weight product (10-12 kDa) from bovine
spleen, dialyzed, lyophilized, and endogenous pyro-
gen-free as determined by a Limulus of amoebocite
lysate assay (Endotoxin-Kit-Timed Ge! Formation;
Sigma, St. Louis, MO, USA), and free of bacteria as
determined by the culture of bDLE in different cuiturc
media and in vive inoculation of mice. The bDLE
obtaincd from 1% 10® leukocytes is defined as onc unit
(1U) and was dissolved in 0.2 ml of pyrogen-fice
waler and administered via intramuscular injection for
each treatment, ‘
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2.3, Treatments

Lipopolysaccharide B from £. colf 026:B6 (Sigma)
was reconstituted in pyrogen-free water to give a
stock concentration of 1 mg/ml and stored at ~20 °C
until use. LPS at doses from 1 to 17 mg/kg weight per
mouse was injected intraperitoneally to demonstrate
the dosc-response effect of LPS during a 72-h pericd.
Mice in the controi 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
(n=10 each group); they were then injected Intra-
peritoncally with LPS (17 mg/kg} and monitored for
72 h, The mice in the LPS group received a
prewreatment with LPS (17 mg/kg); thereafter {at 30
min, and at 4, & and 12 h), they received intra-
muscular injections of 6DLE (1U) dissoived in 0.2-mi
pyrogen-free water and were then monitored for 72 h.
After the monitoring pericd, the animals were killed
by cervical dislocation. The spleen and blood were
collected. Total RNA was isolated from spleens for
RT-PCR of pro-inflammatory cytokines mRNA anal-

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

: -

determination by ELISA.

L,

2.4. Reverse transcriptase-polymerase chain réaction-

s

(RT-PCR) I *

Toral RNA from mice spleen was preparc.d usmg
TRIzol reagent (Gibco, Grand Island, NY). Concen-
wation and integrity of RNA were “determined by
measuring absorbance at 260 nmn and analyzed by
electrophoresis on 1% agarosc gels. For RT-PCR, 1 pg

of total RNA was reverse-ranscribed using SUPER-
SCRIPT™ II RT (Gibco) and oligo (dT)12-;s primer
(Gibco). The cDNA (I ub) obtained was amplified
using Taq DNA polymerase (Gibeo), and specific
primers were used (MPCR: Multiplex PCR Kit for
Mouse Sepsis Cytokines Set-2, with GAPDH as
internal control, cat. no. MP-70132, Maxim Biotech,
San Franecisco, CA). These procedures—involving 4
min of 94 °C denaluration period, thereafter, 30 cycles
of 94 °C for | min, 57 °C for 2 min and 72 °C for 2
mip followed by final extension at 72 °C for 7 min—
were performed using PTC-200, Pelier Thermal
Cycler (MJ Research, Massachusetts, USA) according
o the manufacturer’s specifications. The amplified

Tl

DNA size was 658 bp for GAPDH, 538 bp for IL-]0,
453 bp for IL-6, 351 bp for TNF-a, 294 bp for [L.-18,
237 bp for IL-12 p40. The size and amount of PCR
products were analyzed by electrophpresis in 2%
agarose gels, visualized by ethidium bromide staining
with UV light, then photographed and QD quantified
using a scanning densitometer. All values werc
normalized to the constitutive expression of the
control gene (GAPDH).

2.5, Cytokine determination

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

U) at 8 h after pretrcatment with the LPS (17 mg/kg,
injected mrrapentoneally) Twenty hows later, the
animals were kxlied by ccrwcal dislocation, the bleod
was collected, ‘and the serum was kept at —70 °C for
cytokine determination by ELISA. The TNF-a, IL-6,
and IL-10 . levels were measured with comimercial
ELISA kits for these cytokincs (Biosource Intcrna-

‘tional, Camarillo, CA, USA). Kits were used accord-

ing. to manufacturer’s specifications.

2.6. Statistical analysis

The valucs are presented as meanzistandard error
(3.D.). All experiments were done three times.
Statistical significance was evaluated by ANOVA.

3. Results
3.1, Dose-response effect of LPS on survival

LPS induced lethargy, piloercction, and diarrhea in
all the doses tested. The severity of the symptoms and
the survival rate were LPS dosc-dependent (Fig. 1).
LPS at 17 mgrkg induced 100% mortality within 22 h,
and it was used 10 determine the effect of bDLE 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 effect 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. 1. Effeet of LPS on mice mortality. Different groups of mice
(#=10) were treated i.p. with one dosc of LPS {0, 1, 5,7, 10,13, 15,
and 17 mgsky) and merality was determined 72 h later. Resulls
were presenied as mortality perceniages.

administration (Fig. 2). The LPS weatment signifi-
cantly (< 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 moitality induced by LPS administration.

However, the bDLE posttreaiment at different times <
(30 min, 4, 8, and 12 h) after the LPS injcctions™.

decreased the mortality to 20%, 20%, 10%, and 20%,
respeetively. Because the bDLE treatment 8°h after
pretreatiment with LPS resulted in the highest suryival
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Fig. 2. Montality and morbidity by LPS (17 mg/kg) lethal doses.
Balb/C mice (n=30) were i.p. injected with one dose of 17 mgikg
LPS and their morbidity and menality monitored for 24 h. Resuits
are presented as inmorbidity and mortality percentapes. (Morbidity
was determined by the typical symptems including lethargy,
piloereetion, and diarthica).

M.A. Frainco-Molina et al, / International Immunopharmacology xx (2004) xot-xxx

Table |
Effect of bDLE on the survival of LPS-induced endotoxic shock in

mice

Murine treatment Morbidity (%) Mortality {%%)
Unireated 0 9
LPS 100 150
bDLE 0 0
BOLE (72 h befors)}+LPS 100 100
bIILE (48 h bofore)+LPS 100 100
bDLE {24 h bofore)-LPS 100 - 100
BDLE (12 h before)+LP$ 100 100
bDLE (8 h befor)+LPS 100 T 100
YWEGLE (4 b before}+LPS 100 sifee o0 100
bDLE (30 min before)+LPS 0. C100
LPS+hDLE (30 min afier) 100'¢, 3 20
LPS+bDLE (4 h aftgr) COD e 20
LPS+bDLE (8 h after) ©100 10
LPS+BDLE (12 b after). . ... 100 3¢ 20

Animals in control, bDLE, and. LPS groups (n=10) were injected
intramusculatly or 1g_tra]:ci'itonca]ly with either pyrogen-fice water,
bDLE (1 U), or LPS{{17 mg/kg), respectively, and monitared for 72
h. Thereafter, "thgzumortalily and morbidity were monitored and
expressed as percentages, (Unfreated group: conttol animals (n=10)
were. mottitgred for 72 h. BDLE group: Balb/C mice {(n=1()
received L. injections of bDLE (i U) and were monitored for 72 b,

LS group: Balb/C mice (7=10) received i.p. injections of LPS (17
¢ mg/kg) and were monitored for 72 b, #DLE (pretreated)+ LPS gruup:
*Balb/C mice were pretreated (i.m. injections) with bDLE (1 U) at 3¢

min, 4, 8, 12, 24, 48, and 72 h {n=10 cach group); thereafter they
reccived i.p. injections of LPS (17 mg/kg} and were monitored for 72

T hLPS (pretreatedit bBOLE group: Balb/C mice were after pretreated

with LPS {i.p. injections, 17 mp/kg) and then injected intramuscularly
withbDLE (1 U) at the following times: 30 min, 4, &, 12 h (n=10 cach
group), and monitored for 72 h.

rate (90%), this treatment was chosen for bDLE
studies. The bDLE treatment alone did not induce
morbidity or montality (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
eytokine genes: IL-10 [30 min (8.2-fold), 4 h (8.1-
fold), 8 & (8.1-fold), 12 h (8.1-fold), and 20 h (3.2 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-« [30 min (17.4-fold), 4 h (18.2-foid), 8 h
{16.8-fold), and 12 h (9.5-fold)], IL-1pB {30 min (18-

tl.]
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41.9
t1.6
£1.7
t1.8
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$1.11
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£1.13
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V116
L1117
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251
252
233

254
255
256

257
258
259
260
261
262
263
204
265
266



-3

M.A. Franco-Moling et al. / Internationgt Impnunapharmacology xx {2004) xce-xix 5

fold), 4 h (17.7-fold), 8 h (17.7-feld), 12 h (17.2-fold),
and 20 h (8.2-fold)], and IL-12p40 {30 min (15-fold),
4 h{15.1-feld), 8§ 1 (16.3-fold),12 b (17-fold), and 20
h (2.2-fold)] after the LPS challenge (Fig. 3). The
bDLE weatment alone induced {£<0.05) the mRNA
expression of IL-10 [30 min (2.2-fold), 4 h (2.8-fold),
$ h (2.3-fold), 12 h (2.3-fold), 24 h (2.4-fold), and 48

4 h (1.3-fold)] and increased (P< 0.05) the mRNA

expression of TNF-a [4 h (3.7-fold), 8 h (3.2-fold), 12
b {3.2-fold), (24 h (3.2-fold), and 48 h (3.1-fold)] and
IL-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)}; [L-IR
mRNA expression was not affected (P<0.05) and the
[L-6 mRNA expression was not detected (P<0.05)
(Fig. 4). The bDLE treatment at § h after the
preucatment with LPS modulated the mRNA expres-
sign of the pro-inflammatory cytokine genes; sup-

A LPS

pressed {£<0.05) TL-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 k (2.2-fold), 8 h (0.2-fold), 12 h
{0.2-fold), 24 h (0.2-fold), 48 h (0.3-foid), and 72 h
(0.3-fold)], IL-1p [30 min (3.8-fold), 1.5 h (3.9-fold),
4 h (3.5-fold), 8 h (3.3-fold), 12 b (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), § h (3.5-fold), 12 h (3.2-told), 24 h (0.8-fold),
48 h (0.7-fold), ahd 72 h (0.7-fold)] mRNA expres-
sion in al} the times evaluated (Fig. 5).- .

3.4. Effect of BDLE on the production gf TNF-o, IL-6,
and IL-10 in LPS-induced endotoxic shock in mice

bDLE modulated "the “production of pro-inflam-
matory ¢ytokines in LPS-induced, murine endotoxic

ot

'538 bp {IL-10)
453 bp {IL-8)
351 bp (TNF-a}
294 bp (IL-1 )

'

4
237 bp (IL-12 p4D)

B :

Cylokings  |Control 30 min 4 h 8h 12 h 20h
IL-10 VEX:) 8.2 £0.3** [8.1+0.2* |8.1+04* [8.140.3" [8.2 $0.5*
IL-6 0205 11 20.6™ 10 #0.3* 195402 |10 0.5 0 20.4
[TNF-a 0.7 0.2 17.4 £0.3* | 18.2 £0.3** {16.8 £0.2** [8.5+0.5"" |0.8 40,5
IL-1 B 0.7 10.4 18 £0.2** 17.7 £0.4* (17.7 +0.3** [17.2 £0.7™ |82 £ 0.2*
IL-12p40 0.8 £0.5 15 £0.2* 151 0.3 [16.3 £0.4* [17.0 £0.2" |2.2 £0.1*
GAPDH 1£0.2 110.5 1105 1104 110.4 140.1

ig. 3. Cytokine gene expression in LPS-induced endotoxic shock, Total RNA was extracted from mouse spleens 30 min, and 4, 8, 12, and 20 h
after LPS treaunent (17 my/kg). RNA was analyzed for the expression of cytokine mRNA (IL-10, IL-6, TNF-q, IL-1B, 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 gels
and visualized by cthidium bremide staining with UV light, and photographege The data reprosent one of 10 independent experimenis (spiecns);
the 10 experiments having shown similar results, (B) The level of mRMNA-T the cytokines was quantified by densitometry and notmalized to the

constitutive cxpression of the control gene (GAPDH). (C) Meenvalues of 10 independent experiments (splecns)2 8.0, **£<0.01, *P<0.05
compured with untreated control mice {C=untreated mice.
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A
BDLE
7zh 4sh 2h 12h Sh 4h 30m ©
F ' T 5s58bp(GAPDH)
538 bp (IL-10)
453 bp {IL-6)
351 bp (TNF-u)
294 bp {IL-1 B)
237 bp {IL-12 p40)
B
Cylokines__[Control __[30min__J4n &n 120 34 h 4B 77h
L-10 0£ 02 221047 (28103 |23 803" B3 W7 A HET |[1A:05% [005
L6 020.1 0 0.5 01046 0205 [0%02 . 0105 [0x67 0504
THNF G 07203 (07208  [3.74008 [62208  [32:03"  32%02° |3.1305° [08:05
SR 15105 0004 11202 11204 (11203 {1203 [14:07 (10202
2540 09203 07202 3706 324038 [3.3£06° (3301 32504 [0.9:05
GAPDH (1205 1505 1502 _ [103 T304 (1202 1204 1402

Fig. 4. Cytokine gene expression i bDLE treated mice. Total RNA was cxtractcd from mouse spleens 30 min and 4, 8, 12, 24, 48, and 72 h after
bDLE {lU) ucaiment. RNA was analyzed for the exprcssmn of cytokmc mRNA {IL-19,'IL-6, TNF-q, IL-1B,and IL-{2p40) by RT-PCR, as
deseribed in Materials and methods. (A) The size and amount of PCR products were analyztd by eleetrophoresis in 2% agarose gels and
visualized by sthidium bromide staining with UV light, and pholoyaphu The data represent one of 10 independent experiments (spleens); the

10 cxperimients having shown similar results, (8) The level of mR
constitutive expression of the control gene {GAPDH). (C) Mc
compared with untreated control mice{C=untreated mice.

P d
Lol ¥

299 shock. The cytokine production of ‘TNF-a, IL-6,
300 and IL-10 (£<0.01) was not detected in the control
301 and the bDLE group. The LPS treatment signifi-
302 cantly increased the producticn of IL-6, TNF-a, and
303 IL-10 (P<0.0}). The bDLE treatment at § h after
304 pretreatment with LPS significantly deercased the

305 cywokine production of ‘IL-6, TNF-«, and IL-10
306 (P<001) (Fig. 6. =

307 4. Discussion

308 The injection of high doses of LPS induces a
309 septic-shock-tike state. Sepsis is a complex cendition
340 invelving 2 wide variety of local and systemic
311 inflammatory responses® All the LPS test dosages
312 induced morbidity 2 h after being administered to the
313 mice. The scverity of the symptoms and rate of

in the cytokines was'quantified by densitometry and normalized to the
yalucs of 10 independent experiments (splecns)ES.D. **£<0.01, *P<0.05

mortality were LPS dose-dependent, LPS at 17 mgrkg
induced 100% mortality within 22 h (Fig. 1, Table 1);
it induced 20% morbidity beginning at 2 h, reaching
its maximum effect betwcen 4 and 12 h after its

314
315
316

317’_@

administration (Fig. 2). Victor [2] and Moreira et al.
[18] similarly demenstrated that morbidity and mor-
tality in mice were LPS dose-dependeat. Pretreatment
with bDLE did not affect the motbidity and mortality
of the LPS tests, suggesting that bDLE does not
prevent the induction of endotoxic shock (Table 1),
Lokaj et al. [15] reported similar effects in endotoxic
shock patients and other related diseascs treated with
dialyzable leukocyte extract. The pathophysiological
effects of severe sepsis, endotoxic shock and other
related syndromes are a conscquence of uncontrolled
production of inflammatory cytokines. Potential roles
for TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, and IL-12p40
have been suggéstcd by the results of in vivo studics
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Cylokines [Control  [30 min 1.5h 4 h 8h 12h 24 h 48 h 72 h
IL-10 0% 0.2 G102 010.1 0 0.3 002 0204 0103 0 30,2 0t05
IL-G 020.2 0 £0.5 00.3 0 0.6 0103 a0 0.2 0 40,5 0102 020.2
TNE-oC 08 +05 |24 +0.4° |21z 0B" |2.2204° |0.2405 |021407 [02+0.3 |0.3204 |03408
-1p 0605 |[3.8104" |30:05° [35202° 33104 [3.320.3" |24 0.3 |2.6t0.7" [0.7 02
IL-12pa0 0.7 £ 0.4 0.7 205  |3.2 0.7 3.1 £3" 35+04° 32102 |08£0.1 |0.7+0.4 [0.740.5
GAPDH [1+05 105 140.4 1202 1403 1 0.4 T +0.2 1201 1202

Fig. 5. Cytokine gene expression in LPS-induced endeloXic shock in mice treated with bDLE. Total RNA was extracted from mouse spleens at
30 min, and 1.5, 4, 8, 12, 24, 48, and 72 h after bDLE (I U) trcatmcn{in‘LPS-iquccd endotoxic shock mice. RNA was analyzed for the
expression of eytokine mRNA (IL-10, [L-6, TNF-q, IL-1}3, "and IL-12p40) bIY'P\\x-,PCR, as'described in Materials and methods, (A) The size and
amount of PCR products were analyzed by electrophoresis in 2% ‘ag,arésc gels and visualized by cthidium bromide staining with UV light, and

photographed. The dita represent one of 10 independent experiments (spicens); the 10 experinments having shown similar resul
of mRNA in the cylokines was quantified by densitometry and normalized to the constitutive expression of the control gene
Mean values of 10 independent experiments (spleens) 5.0, **F<(.01, *£<0.05 compared with untreated control mice.
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345
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of bacteremia and septic shock caus Gram-
positive and Gram-negative bacteria [1,%}. We
demonstrated that LPS administration in animal
models induced the overexpression of inflammatory
cytokines genes [L-10, IL-6, TNF-q, IL-13, and IL-
12p40 (Figs. 7 und 8). Similar results have demon-
strated that the primary target cells for LPS are
monocyies and macrephages; picogram amounts of
cndotoxin are sufficient to trigger a massive produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, TNF-a, IL-10,
IL-6, [L-8, IL-12, rcactive oxygen and nitrogen
intermediates, procoagulants, and cell adhesion mol-
ccules. In turn, expression of these LPS-responsive
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(3 or TNF-a in
mice, rabbits, and baboons suggests a ceniral role for

(B) The level
APDH}. ()

these mediators in endotoxin shock [1,8]. Numerous
laboratory studies with animal models demonstrate
that inhibition of TNF-a or [L-1p protects against the
deleterious effects of cxcessive cytokine activity and
significantly improves the survival rate i cases of
experimental endotoxic shock [17]. Our results
showed that although the postireatment with bDLE
increased the survival of mice with LPS-induced
endotoxic shock, the treatments did not affect the
morbidity; however, 72 h after the treatment with
bDLE, the signs and symptoms of endotoxic shock
disappearcd. Because the 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
posttreatment {after the LPS injections) modulated
the expression of inflammatory cytokine genes (sup-
pressed IL-6 and IL~10; decreased IL-14, IL-12p40,
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Fig. 6. Effect of bDLE on the production of TNF-c: in LPS-induced
endotoxic shock in mice. Animals in ¢ontrel, bDLE, and LP3
groups (n=10} were injected intramuscularly or intrapetitoneally
wilh either pyrogen-frec water, bBDLE (1 U), or LPS {17 mp/kg),
respectively. Balb/C mice (n=10) were injected intramuscuiarly with
bDLE (1 U) at 8 h after pretreatment with LPS {17 mp/kg) injected
intraperitoncally; 20 I later, the animals were killed by cervical
dislocation, the blood was collected, und the serum was kept at —70
*C for quantification of cytokines by ELISA. The TNF-« levels
were measured with commercial ELISA kits for this cytokine
(Biosource International), Kits were used according to manufactur-
cr's specifications. (A) Mean values of 10 independent experiments
{serun?)+S.D. **P<(.0L, compared with untreated cm{trol mice.

and TNF-c) and decreased the serum cytokine:
production of IL-6, IL-10, and TN'F‘a.ﬁ These resuIt’Si‘-@_
suggest that bDLE modulated the expression.and %

3 . 1996, where bDLE treatment decreased the TNF-a
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Fig. 7. Effect of bDLE on the production of IL-6 in LPS-induced
endatoxic shock in mice. Animals in eontrol, bDLE, and LPS
proups (=10} were  injected intramuscularly or intraperitoneally
with cither pyrogen-free water, bDLE (1 U), or LPS (17 mg/kg),
respectively, Balb/C mice {n=10) were Injected intramusculacly
with bDLE (1 Uy at 8 h after pretreatment with LPS (17 mp'kg)
injected intraperitoncalty; 20 h fater, the animals were killed by
cervical disiocation, the blood was collected, and the serum was
kept at =70 °C for quantification of cytokines by ELISA. The IL-6
fevels were measured with commereial ELISA kits for this cytokine
{Biosource International). Kits werce used according to manufactur-
cr's specifications, {A) Mean values of [€ independent cxperiments
(spleens)S.D. **P<0.01, compared with untreated control mice.
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Fig. 8. Effect of bDLE on the production of IL-19.in LPS-induced
endotoxic shock in mice. Animals .in control, bDLE, and LPS
groups (#=1{0) were imjected intragnuscularlyor intraperitoneally
with either pyrogertfiee water, bDLE (I U), or LPS (17 mg/kg),
respectively. Balb/C mice (a=10) wc;'_rc injected intramuscularly
with BOLE (1U} at 8 h after pretreatment with LPS (17 mgrkg)
injected intraperitoneally; 20 h later, the animals were killed by
cervical dislocation, the blood was collected, and the serum was
kept at —70 °C for quantification of cytekines by ELISA, The [L-10
levels were meas}.lreii with commercial ELISA kits for this cytokine
{Biosource Internatjonal). Kits were used according to manufactur-
cr’s specifications, (A) Mean values of 10 independent experiments
{splegns)TS.D. **P<0.01, compared with untreated control mice.
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\"fi.x-proc’iyctior_x of pro-inflammatory cytokine genes asso-

ciated with murine endotoxic shock. These results
correlate with the studies reported by Ojeda et al,
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production in LPS-stimulated human lcukocytes in 400 ]
vitro¥ Various cytokines have been found to inHibi 1 A0

LPS-induced TNF-a production. For instance, 1L-10
inhibited TNF-& production both peripherally (when
injected systemically) and in the brain (when injected
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locally) [3]. IL-6 is known to inhibit the synthesis of 405

TNF-o¢ in vive and in vitro, furthermore, IL-6-
deficient mice produced higher serum TNF-a levels
when njected with LPS, suggesting that endogenous
IL-6 may play a role in down-regulating TNF-o
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production® The increased morbidity and mortality of 410

neonatal sepsis does not seem to be due to an
inadequate IL-10 respoase, because newborns ca

produce IL-10 in high quantities during sepsis [2%].
1L-10 has many anti-inflammatory and immunosup-
pressive activitics. In mice, IL-10 protects against
death during endotoxemia and staphylococcal cnter-
otoxin B (SEB)*-induced shock [12]. Howcver, other
studies suggest that nontoxic agents such as AS101,
with the capacity to inhibit IL-10 and stimulate
macrophage functions, may have clinical potential in
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421 the treatment of sepsis, provided they are administered
422 during the phase of sepsis characterized by immune
423 suppression. Septic patients have shown immunosup-
424 pression by steroid administration, neutropenia, and
425 genetic and acquired immunclogic deficiencies with
426 an inadequate inflammatory response to infection.
427 Regulation of host defense mechanisms may agcel-
428 erate the climination of the bacteria and their toxins,
429 decreasing tissue injury. Although we found that the
130 weatment with only bDLE was able to induce the
431 expression of IL-10 and increase the expression of
432 TNF-a and IL-12p40 cytokine, this did not induce
433 any symptomatology associated with disease in the
434 weated mice. Our resulis demonstrate that bDLE [eads
435 to improved survival in LPS-induced endotoxic shock
436 in mice, modulating the expression of pro-inflamma-
437 tory cylokine genes, and suggesting that bDLE is an
438 effective therapeutic agent for inflammatory illnesses
439 associated with an unbalanced expression of pro-
440 inflammatory cytokine genes such as endotoxic
441 shock, rheumatic arthritis and other diseascs.
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