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RESUMEN.

La inmunologia antitumoral esta basada en la premisa de que existen antigenos
tumorales especificos y asociados a tumor que pueden ser reconocidos por el
sistema inmune y por consecuencia generar una respuesta contra las células
neoplasicas. Los antigenos tumorales situados en la membrana plasmatica son
los de mayor interés en el campo de la inmunologia tumoral, puesto que por su
biolocalizacidn pueden ser reconocidos con mayor facilidad por el sistema
inmune. Por ello su identificaciéon y obtencién es fundamental para el desarrollo de
vacunas inmunoterapéuticas contra el cancer. El presente trabajo propone y
describe un facil y eficiente método empleando KCI para la obtencién de
antigenos tumorales presentes en la membrana plasmatica de células del linfoma
L-5178Y. Para la obtenciéon de células tumorales se utilizé el modelo murino con
linforma L-5178Y establecido, en el que su mantenimiento se realizé por
transplante intraperitoneal seriado en ratones Balb/c. Los antigenos tumorales de
esta linea y los antigenos de las células control (peritoneo y timo) se obtuvieron
mediante el método para extraccion de proteinas con KCI. El patrén de proteinas
presentes en la muestra de antigenos tumorales y las muestras de antigenos
control, se observé y analizé en geles de poliacrilamida SDS-PAGE utilizando el
programa Quantity-One. Mediante Western blot se detectaron tres proteinas de
membrana del linfoma murino L-5178Y de aproximadamente 117, 55 y 45 KDa,
que no presentaron reacciones cruzadas con las muestras de antigenos control
(se observaron en las membranas tratadas con suero de ratones inmunizados con
células inactivadas del L-5178Y y no en las membranas tratadas con suero de
ratones sanos). Estas proteinas corresponden a antigenos de membrana del
linfoma murino L-5178Y. Estos antigenos son diferentes a los reportados por
Weinhold et al, en 1982 (de pesos moleculares de 71, 85 y 135) y el de
Rabinovsky y Yang en 1986 (de 64 KDa). Actualmente en México no se han
desarrollado metodologias exitosas para el asilamiento de antigenos tumorales de
membrana plasmatica, por lo que los resultados del presente trabajo pretenden
servir de referencia y establecer las bases en la obtencién y el desarrollo de
antigenos tumorales que puedan servir de vacunas.

IX



Capitulo 1.

INTRODUCCION

El cancer es un proceso por el cual las células normales son transformadas
progresivamente en células malignas, debido a la adquisicion secuencial de
mutaciones que aparecen como resultado de un dafo al genoma (3,9)

A nivel mundial anualmente se diagnostican mas de 10 millones de
personas con algun tipo de cancer y la mitad de ellas mueren por la enfermedad.
Se ha visto que la incidencia de los tumores varia en diferentes partes del mundo.
En México se diagnostican anualmente mas de 80 mil pacientes con diferentes
tipos de cancer, siendo los mas frecuentes el cancer del cuello de la matriz y
glandula mamaria en mujeres y el de prostata y puimén en hombres. La OMS,
estima que para el afo 2020, habra por o menos 15 millones de nuevos casos al
afo y de estos, el 70% vivira en paises en vias de desarrollo (29,39).

En las ultimas tres décadas, el tratamiento terapéutico del paciente con
cancer se ha enriguecido progresivamente con una cuarta modalidad de
tratamiento denominada /nmunoterapia que es utilizada para mejorar los
resultados obtenidos con alguno de los tres tratamientos oncoldgicos
convencionales como la cirugia, quimioterapia y radioterapia (5).

La inmunoterapia tiene como objetivo estimular y/o potenciar la respuesta
inmune en el paciente para lograr la inhibicidn del crecimiento y la diseminacion
del tumor. Sin embargo, para que se desarrollen mecanismos inmunitarios contra
tumores tiene que existir como requisito previo que las células tumorales
contengan moléculas que sean reconocidas por el sistema inmunoloégico como
extranas: antigenos tumorales, los cuales aparecen como una consecuencia de la
transformacién maligna (7).

Aunque el producto de éstas transformaciones puede ser identificado tanto
en el interior como en la superficie de las células malignas, los antigenos

presentes en la membrana celular tienen mayor importancia en el campo de la



inmunoterapia ya que por su biolocalizacion pueden ser reconocidos con mayor
facilidad por el sistema inmune, ademas si estos antigenos poseen una alta
capacidad inmunogénica podran despertar una respuesta inmune humoral y/o
celular en contra del tumor (7).

Es importante entonces la identificacion y purificacibn de antigenos
tumorales presentes en la membrana plasmatica capaces de ser reconocidos por
las células T, ya que representan una alternativa potencialimente viable para el
desarrollo de Ila inmunoterapia antitumoral. Existen relativamente pocos
procedimientos publicados para extraer proteinas de membrana de manera eficaz
y exitosa. El método que se propone y describe en este trabajo es facil y eficiente.

Actualmente en México se han desarrollado pocas estrategias que
impliquen el uso de antigenos tumorales como inmunoterapia contra el cancer,
por esto la presente investigacion pretende también servir de referencia y
establecimiento de las bases en la obtencidn de antigenos de células tumorales
para el desarrollo de vacunas en humanos en nuestro pais.



1.1. HIPOTESIS

La obtencién de antigenos tumorales de membrana de células del linfoma murino
L-5178Y, es factible mediante el método para extracciéon de proteinas con KCI.



1.2. OBJETIVO GENERAL

Obtenciéon de antigenos tumorales de membrana de células del linfoma murino
L-5178Y mediante el método para extraccién de proteinas con KCI.

1.3. OBJETIVOS PARTICULARES

e Transplante y mantenimiento del linforna murino L-5178Y en ratones Balb/c.

e Obtencién de antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y mediante el

método de extraccion con KCI.

e Obtencidon de antigenos de las células de timo y células de peritoneo
(muestras control) mediante el método de extraccién con KCI

o Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

e Analisis de los antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y mediante el
sistema de cromatografia en columna.

e Analisis de los antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y, los
antigenos de células de timo y los antigenos de células de peritoneo
(muestras control) en geles de poliacrilamida SDS-PAGE mediante
densitometria.

o Establecer diferencias y homologias entre las muestras de antigenos tanto
de células tumorales del linfoma murino L-5178Y como de timo y peritoneo.

e Deteccién de antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y mediante
Western blot.



Capitulo 2.
ANTECEDENTES.

2.1. Sistema inmunolégico.

Los antigenos tumorales de mayor relevancia en la actualidad son aquellos que
se encuentran en la membrana celular y que ademas son reconocidos por los
linfocitos T CD8*. La presentacién de antigenos procesados como péptidos
unidos a moléculas de MHC clase | 6 Il y el reconocimiento por las células T, es
requisito indispensable para que se despierte una respuesta inmune eficaz contra
tumores (1,33).

La respuesta inmune antitumoral mediada por linfocitos T, involucra la
activacién de linfocitos T CD4* y CD8" en presencia de antigenos tumorales
unidos a una molécula de MHC clase Il y | respectivamente. La activacion total de
los linfocitos T CD8" para diferenciarse en linfocitos T citotoxicos (Tc) capaces de
lisar células tumorales, requiere ademas la presencia de interleucina 2 (IL-2) e
interferén y (INF-y) secretadas por las células T CD4" (23,24).

Una vez activados los LTc se llevara a cabo el proceso de lisis de las
células tumorales por dos vias: Via secretora: proceso de exocitosis en el cual
granulos de perforina y granzimas son secretados en el sitio de contacto entre el
LTc y su célula bilanco. La perforina forma canales en la membrana plasmatica
produciendo choque osmotico y con esto la lisis de la célula, ademas permite la
entrada de las granzimas. Via de Fas y su ligando (FasL). Esta via produce en la
célula blanco fragmentaciéon del ADN, condensacién de cromatina vy
fragmentacion de laminina. Ambas vias convergen en la activacion de caspasas,
las cuales activan el dafo celular (24).

La activacién de linfocitos T cooperadores o helper CD4" (LTh) contribuye a
la eliminacion de las células tumorales de manera indirecta. Estos linfocitos
expresan una molécula co-estimuladora (B7) que se une a una parte del receptor
de células T (CD28) durante la presentacion del antigeno. La ausencia de esta
sefial puede originar anergia de las células T, un mecanismo potencialmente



responsable de la induccién de tolerancia para antigenos propios y posiblemente
para antigenos tumorales (1,24).

En 1986 Mosmann et al., identificaron clonas de células Th murinas con
distintos patrones de secrecion de citocinas denominadas Th1 y Th2. Las células
Th1 producen IFN-y, IL-2, TNF-3, éstas intervienen en la diferenciacion de los
LTc, en la activacion de células B y en la funciéon fagocitica de los macréfagos.
Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y actuan sobre los
linfocitos B para producir anticuerpos tipo IgE que se unen a células cebadas y
promueven su desarrollo, ademas intervienen en la activacion de eosinéfilos (28).

Los linfocitos T CD4" y CD8" asi como las citocinas producidas por Th1 y
Th2 son mutuamente inhibitorios, no solo para su diferenciacion si no también
para su funcionamiento, estableciendo asi un balance entre ellas y condiciones
o6ptimas del sistema inmunol6gico para atacar a las células tumorales (23).

La regulacién negativa de las células T CD8" produce una baja inmunidad
antitumoral. Una evidencia causal es la exposicion de un huésped con tumor a
dosis subletales de radiacién ionizante, las cuales destruyen preferencialmente a
las células CD4" resultando en un aumento en la inmunidad mediada por células
CD8’. En base a esto Awwad y North en 1988, propusieron que el tratamiento con
anticuerpos anti-L3T4 (en humanos células T CD4%) en ratones con el linfoma
L5178Y, resulta en la eliminacion de linfocitos T CD4" y por lo tanto en la
regresion del tumor por parte de las células T CD8", sin embargo este tratamiento
es eficaz soOlo cuando se trata de tumores en los que existe una regulacion
negativa de linfocitos T CD8" (6).

2.2. Inmunidad antitumoral.

La respuesta inmune antitumoral es una red compleja formada por células y
mensajeros quimicos que actiuan de manera colectiva para destruir o eliminar
células dafadas o no propias (19).



Si las células tumorales actuan como antigenos extrafios en el huésped, es
posible que el sistema inmunitario sea capaz de reconocerlas y destruirlas antes
de que formen tumores o destruirlos después de que se formen. Este papel del
sistema inmunolégico se conoce como inmunovigilancia. La idea surgidé con Paul
Ehrlich a comienzos del siglo pasado y esto condujo a Macfarlane Burnet y Lewis
Thomas a proponer y desarrollar la teoria de vigilancia inmunolégica (1,32).

Aunque todavia son escasas las pruebas directas de que Ila
inmunovigilancia proteja a los individuos frente a tumores comunes, ciertas
observaciones apoyan la validez de este concepto. a) Mayor Incidencia de
tumores en individuos inmunodeprimidos, b) Los tumores aparecen con mayor
frecuencia en el periodo neonatal y en edades avanzadas cuando el sistema
inmunoldgico funciona con menos efectividad, c¢) Determinados tumores
presentan infiltrados linfoides y esto representa generalmente un factor de buen
prondéstico y d) La posibilidad de una recaida tardia (incluso luego de 20 afios del
primotratamiento), indicando en parte que hasta aquel momento las defensas del
huésped han sido capaces de inhibir el crecimiento de la neopiasia (7).

2.3. Mecanismos de escape tumoral.

Por otra parte, aunque los tumores malignos puedan expresar antigenos
tumorales que sean reconocidos como extrainos y la vigilancia inmunolégica
pueda limitar el crecimiento de algunos tumores, esta claro que el sistema
inmunitario no impide la aparicién de canceres letales en el hombre.

Los procesos de escape tumoral a la vigilancia inmunolégica pueden
deberse a varios mecanismos:. a) Escasa inmunogenicidad de los antigenos
tumorales, b) Pérdida de la expresion de MHC, c) Disminucién o pérdida en el
tumor de la expresion de antigenos asociados al tumor, d) Liberacion de factores
inmunosupresores por los tumores (prostaglandina E2, IL-4 e IL-10),
f) Enmascaramiento: las células tumorales pueden recubrirse con moléculas
normales del hospedero contra la cual existe tolerancia, g) Induccién de apoptosis
en los linfocitos T por expresion en la célula tumoral de moléculas como Fas
ligando que al unirse con la molécula Fas presente en los linfocitos T induce
sefiales en estos que lo llevan a la muerte celular programada, h) Rapida



proliferacion celular que logra superar la capacidad de respuesta del sistema
inmune, i) Tumores en sitios privilegiados y j) Liberacién de antigenos especificos
de tumor al torrente sanguineo (33,35).

Es por esto que uno de los principales focos de atenciéon de la inmunologia
de tumores, es comprender la forma en que las células tumorales son capaces de
evadir la respuesta inmune para lograr desarrollar estrategias que aumenten la
inmunogenicidad de los tumores y por lo tanto la respuesta inmunolégica del
paciente.

2.4, Antigenos tumorales.

Los antigenos tumorales son estructuras moleculares que aparecen como una
consecuencia de la transformacién de la célula cancerosa y son capaces de
provocar el desarrollo de mecanismos inmunitarios (inmunidad celular y/o
humoral) eficaces contra tumores (7). Por ello la aplicacion de antigenos
tumorales en pacientes con cancer representa una estrategia importante en la
reciente investigacién en inmunoterapia contra cancer.

Los cambios moleculares mas frecuentes que pueden aparecer en la
membrana celular y que determinan el comportamiento antigénico del tumor
pueden ser: La pérdida de determinados antigenos presentes en células normales
como ocurre con tumores que pierden los antigenos A, B y H caracteristicos de
los grupos sanguineos, la presencia de neoantigenos que no son caracteristicos
del tejido normal, ademas de cambios en la estructura de elementos normales
como los antigenos de histocompatibilidad o antigenos fetales presentes en

células maduras (1).

Los patrones de expresion de éstos antigenos difieren entre tumores
autologos, heterblogos y tejidos normales. Los antigenos tumorales se clasifican
con frecuencia en funcién fundamentalmente de estos patrones de expresion en:
Antigenos especificos de tumor (TSA): Antigenos que se expresan en células
tumorales pero no en células normales. Estos son los antigenos que con mayor
probabilidad despiertan la respuesta inmunitaria del huésped debido a que son
reconocidos como extrafios. Antigenos asociados al tumor (TAA): Antigenos



tumorales que se expresan simultaneamente en las células normales del huésped
y la expresion puede o no estar restringida al tipo de tejido del que se originé el
tumor. Aunque algunos de estos antigenos son capaces de inducir una respuesta
inmune, regularmente no lo hacen, debido a la tolerancia a lo propio (1,7).

El aislamiento y caracterizacion de antigenos tumorales es importante en la
determinacién del papel biolégico que desempefian en el crecimiento progresivo
de un tumor y en la induccién de la inmunidad antitumoral. Se han realizado
diversos estudios para la identificacién y caracterizacion de antigenos tumorales
con resultados poco alentadores lo que puede atribuirse a las limitaciones en las
estrategias experimentales empleadas. Aun con esto se ha logrado determinar la
presencia de una o varias glicoproteinas de membrana con propiedades
inmunogenicas.

En 1980 el Dr. Ruiz Castarfieda aisl6 a partir de la orina de pacientes con
cancer antigenos especificos para cada tipo de cancer. Del sedimento urinario
formado a partir de la primera orina de varios dias, obtuvo una fraccién peptidica
que tras ser purificada a partir de filtracion aplicé como vacuna reduciendo la
actividad tumoral (12,13).

Ramos et al.,, en 1980 determinaron que los antigenos tumor especificos de
las ceélulas del linfoma murino L-5178Y, capaces de inducir una respuesta
inmunolégica de rechazo, se encuentran ubicados en el glucocalix de estas
células (34).

Weinhold y Wheelock, en 1982 identificaron antigenos del linfoma L-5178Y
que son blanco para los linfocitos T CD8" generados en la fase de latencia del
tumor, con un peso molecular de 71, 85 y 135 KDa (44).

Rabinovsky y Yang en 1986 al determinar el efecto del suero de caballo y
suero fetal bovino en la expresion de antigenos asociados a tumor y la
tumorigenicidad de las ceélulas del linforma L-5178Y identificaron un antigeno
asociado al tumor, el cual es una glicoproteina con un peso molecular de 64 KDa
(31).



2.5. Inmunoterapia.

El tratamiento actual de los pacientes con cancer esta basado principalmente en
la eliminacién del tumor por medio de cirugia y/o en la destruccion de las células
cancerosas por medio de quimioterapia y/o radioterapia (17). Sin embargo los
linfocitos son células altamente sensibles a la destruccion por farmacos y
radiacion, lo que hace que estos tratamientos produzcan una inmunosupresion
que frecuentemente lleva a una alta susceptibilidad a infecciones (33).

La historia de las primeras descripciones cientificas que apuntaban hacia la
posibilidad del uso de la inmunoterapia contra el cancer, data desde los
experimentos clasicos de Coley 1893., quien notificaba que filtrados de
determinadas bacterias podian tener actividad antitumoral y en experimentos
posteriores se sugirid que esta actividad estaba relacionada con la activacion del
sistema inmune (7,25).

Se pueden distinguir basicamente dos tipos de inmunoterapia:
Inmunoterapia activa e Inmunoterapia pasiva, en la primera se estimula a los
componentes del sistema inmunolégico encargados de la respuesta antitumoral.
Mientras que la segunda consiste en la transferencia de elementos exdgenos a
pacientes con cancer para controlar el tumor (17,41).

Algunas formas de inmunoterapia son parte habitual del tratamiento de
diferentes neoplasias, mientras que otras se encuentran en fase de ensayo
preclinico o clinico. Dentro de éstas las mas utilizadas en la actualidad son los
interferones, interleucinas, factores estimulantes de colonia, en los que se logra
una estimulacién inespecifica, mientras que con el uso de los anticuerpos
monoclonales y las vacunas obtenidas de lisados celulares, células completas
irradiadas y antigenos tumorales se obtiene una estimulacién especifica (5).

En oncologia, las vacunas son terapéuticas pues generalmente son
administradas como terapia adyuvante de los métodos convencionales después
de la aparicion de la enfermedad. Estas pueden clasificarse en: a) Vacunas
celulares que pueden ser lisados o células completas y atenuadas (autélogas o
heterdlogas), b) Vacunas de celulas dendriticas cargadas con antigenos
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tumorales, c) Vacunas de antigenos purificados o parcialmente purificados
asociados a tumor, d) Vacunas con anticuerpos antiidiotipos, €) Vacunas con
proteinas de shock térmico (30,41).

Las vacunas de células autélogas son preferidas por su compatibilidad con
el sistemma mayor de histocompatibilidad (HLA) de los individuos a tratar. En la
actualidad existen ensayos con vacunas autélogas + BCG o citocinas (IL-2 GM-
CSF) en melanoma, cancer de colon y rifién; pero resulta dificil la obtencién de
células en cantidades suficientes a partir de biopsias, asi como lograr el
establecimiento de lineas celulares para la obtencidon de antigenos tumorales. Por
esta razdén la via mas eficiente para maximizar la respuesta inmune de los
pacientes contra las células tumorales autdlogas es la formulaciéon de vacunas de
células alogénicas que compartan antigenos HLA con el hospedero y que
expresen en cantidades 6ptimas la mayoria de los antigenos asociados a tumor,

que incluyen proteinas y carbohidratos (5).

En los 40°s el Dr. mexicano Ruiz Castaifieda descubrié proteinas que son
eliminadas por las mujeres embarazadas a través de la orina y que denominé
fetoproteinas, al poco tiempo observé que este factor peptidico no era exclusivo
de las mujeres embarazadas, pues también se encontraba en personas con
cancer, por lo que aplicé estas proteinas como vacunas en pacientes con algun
tipo de tumor (12,13).

2.6. Modelos murinos en la investigacion del cancer.

En 1915 el Dr. Yamagiwa desarrollé el primer modelo animal de la historia de la
investigacion oncoldgica, al aplicar a 137 conejos extractos de alquitran de hulla
directamente sobre la piel cada tercer dia y durante tres meses. Al finalizar un afo
7 de los animales tratados habian desarrollado carcinomas invasivos (46).

Los modelos murinos han sido empleados en investigaciones en cancer
desde 1894. Junto con ratas y otros roedores, los ratones son la especie mas
utilizada en la investigacién meédica, su talla pequeria y bajo costo los hacen

ideales para los experimentos de laboratorio. La mayoria de los antigenos
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tumorales han sido determinados en modelos murinos de tumores inducidos por
carcindégenos o virus oncogénicos (10,37).

2.7. Linfoma murino L-5178Y

Dentro de los tumores inducidos quimicamente se encuentra el linfoma
L-5178Y. Alexander y Mikulski en 1961., describieron esta linea, la cual es una
leucemia transplantable, que se origind a partir de un tumor timico inducido con
3-metilcolantreno en ratones DBA/2 (H-29 (2). La linea tumoral puede mantenerse
in vitro en medios de cultivo como Fischer y RPMI 1640 e in vivo mediante
transplantes seriados en ratones DBA/2 y Balb/c (15).

Este tumor es parecido al presentado en los humanos y proviene de células
T de timo murino, es un tumor de células grandes poco diferenciadas, se
desarrolla en ratones con un complejo mayor de hitocompatibilidad H-2° de los
cuales fue obtenido. Se presenta en tres formas: dos locales y una generalizada,
las primeras son ascitis y subcutanea sélida, y la segunda es la invasién de
espacios porta en higado, sinusoides de bazo y otros 6rganos (15).

La forma sdélida del tumor es altamente vascularizada, el tumor es agresivo
y rapidamente penetra en el tejido normal infiltrandolo. La causa de muerte del
raton es la generalizacion del proceso tumoral con la destruccion de meédula ésea
roja, trastornos cerebrales e insuficiencia policitémica y en caso de ascitis es la
insuficiencia cardiaca por presién de vasos principales de parte del liquido
ascitico. Las hembras son mas susceptibles a desarrollar el linfoma L-5178Y que
los machos (15).

En 1977 Siboo et al., caracterizaron las células del linfoma murino L-5178Y
mediante fagocitosis, métodos citoquimicos y técnicas de marcador de membrana
y determinaron que estas células presentan caracteristicas tanto de células B
como de monocitos, ya que en la superficie de la membrana celular encontraron
una inmunoglobulina que es producida por ceélulas B asi como receptores
comunes de células B y monocitos. Ademas de actividad enzimatica y endocitica
propias de monocitos (38).
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La linea celular L-5178Y se ha empleado principalmente en el analisis de
toxicidad celular (evaluacién de drogas anti-neoplasicas) y estudios radiolégicos.
La variabilidad en la sensibilidad de las sub-lineas derivadas del L-5178Y (L-
5178R y L-5178S) frente a agentes exégenos hace de esta un modelo interesante
para el estudio de los fenédmenos involucrados en la tumorigenicidad (8).

Ademas de la variabilidad observada entre sub-lineas, el linfoma L-5178Y
posee la capacidad de entrar en “estado de latencia”, el cual podria definirse de
acuerdo a Weinhold, Goldstein y Wheelock, como “el estado en el cual las células
tumorales persisten en su hospedero por periodos prolongados de tiempo con un
crecimiento neto minimo”(45), este comportamiento tiene su equivalente clinico en
el periodo de remision, el cual puede haberse prolongado por afios, antecede a la
reaparicion de tumores que se ha observado en pacientes con cancer y se cree
esta relacionado con los mecanismos de evasion tumoral (43,45). El estado de
latencia de el linfoma L-5178Y ha sido ampliamente estudiado, por o que
representa un modelo ideal para determinar la efectividad de tratamientos

inmunoterapéuticos antitumorales (26).

Oftra caracteristica ampliamente estudiada de esta linea celular es su
capacidad de generar nuevas variantes inmunogénicas al ser tratadas con
agentes exogenos, lo cual es de gran interés para determinar los factores
determinantes de la tumorigenicidad celular.

Hernandez-Loépez L.S en 1998 en su trabajo sobre “El efecto de la proteina
de 20 KDa denominada oncotoxina sobre el crecimiento de un linfoma murino
subcutéaneo L-5178Y”, determin6 que a una dosis de 20x10° células del linfoma
L-5178Y se presenta el 100% de mortalidad en ratones Balb/c a los 30-40 dias
después de la inoculacion del tumor. Con esta dosis evaludé el efecto de la
oncotoxina de 20 KDa de Bacillus thuringiensis var thuringiensis a diferentes
dosis, observando una regresién completa del tumor en 25 dias aplicando una
dosis de 1500 pg de oncotoxina/Kg de peso. Esta regresion fue dependiente de la
dosis y durante un afo no se observé recurrencia del tumor (21).
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2.8. Métodos para la purificacion de proteinas de membrana.

Los antigenos especificos y/o asociados a tumor en la superficie de la membrana
celular son de gran interés en el campo de la inmunologia tumoral, ya que pueden
ser reconocidos con mayor facilidad por el sistema inmune debido a su ubicacion.
Por tal motivo la purificacién de éstas proteinas (antigenos) ha sido de gran
importancia para el desarrollo de vacunas antitumorales.

En la membrana celular se encuentran dos tipos de proteinas: Proteinas de
membrana periférica: Son predominantemente hidrofilicas y se encuentran
asociadas a la membrana a través de interacciones electrostaticas; ademas son
facilmente purificadas por métodos cromatograficos convencionales. Proteinas
integrales de membrana: son anfipaticas; con una regiéon hidrofilica expuesta al
ambiente acuoso y una regién hidrofébica embebida en la matriz lipidica (40).

Figura 1. Composiciéon quimica de la membrana plasmatica.

Cada proteina posee caracteristicas fisicas Unicas como la carga, tamario y
solubilidad, por lo tanto, no existe un protocolo estandar que pueda aplicarse
rutinariamente para su purificacion. Sin embargo puede lograrse mediante la
combinacion de los diferentes métodos existentes (4).

Detergentes: La integracion de las moléculas de detergente en los lipidos
de la membrana ocasiona una alteracion de su estructura. Los lipidos forman en
general micelas mixtas con el detergente, en tanto que las proteinas hidrofobicas
se cubren con una monocapa del mismo. Existe una variedad considerable de
detergentes empleados en purificacion de proteinas de membrana. Pueden ser
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detergentes ibnicos, como el SDS o el CTAB, o no idnicos, como la digitonina, el
octilglucosido, el Lubrol, el Triton, y otros (4,40).

Centrifugacién diferencial: Este método se utiliza para preparar fracciones
subcelulares o aislar organelos. Las proteinas de estas preparaciones pueden ser
separadas utilizando diferentes métodos cromatograficos (4).

Cromatografia: Método fisico de separacion en el que los compuestos se
distribuyen entre dos fases: Fase estacionana, de gran area superficial y que
puede ser liquida o sélida. Fase mdvil, fluido que pasa a través o a lo largo de la
fase estacionaria y puede ser liquida, gaseosa o en estado supercritico. Existen
diferentes tipos de cromatografia segun las caracteristicas de la muestra a
purificar: Cromatografia en fase reversa, de exclusién molecular, de interaccidén
hidrofébica, de afinidad y de intercambio iénico (4,40).

Métodos salinos: Las altas concentraciones de sales como el KCI 6 NaCl
(>0.15M) actuan desestabilizando las uniones no covalentes de las proteinas de
membrana (4).

En 1980 Torrent et al., describieron un procedimiento para la purificacion
de la membrana plasmatica en forma de vesiculas de células del linfoma murino
L-5178Y empleando un homogenizador Elvehjem. A partir de una suspension
celular de 30 ml a una concentracién de 1-1.5x10® células obtuvo de 1-3mg/ml de
vesiculas de membrana plasmatica (42).
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Capitulo 3.

MATERIAL Y METODO.

3.1. Linea celular tumoral:

La linea tumoral utilizada fue el linfoma murino L-5178Y, proporcionada por el
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

3.2. Animales de experimentacion:

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c (H-2%) de 6-8 semanas de edad,
mantenidos en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autbnoma de Nuevo Ledn. Se les proporciond alimento comercial nutricubo
(Purina de México S.A. de C.V.) y H,Odd estéril (Laboratorios Monterrey).

3.3. Transplante y mantenimiento del linfoma murino L-5178Y en ratones
Balb/c.

3.3.1. Obtencion de células del linfoma murino L-5178Y.

Se realizé la metodologia descrita por Hernandez- Lépez L.S., 1998, para lo cual
se obtuvo el liquido peritoneal de un grupo de cuatro ratones Balb/c que se
sacrificaron por dislocacion cervical 13 dias después de haber sido transplantados
con células del linfoma murino L-5178Y. El area ventral de cada ratén se
desinfecté con etanol al 70% y con tijeras de diseccion estériles se realizé un
corte longitudinal a nivel abdominal dejando expuesto el peritoneo. Con una
jeringa se administré via intraperitoneal 6 ml de PBS estéril pH 7.2, se colectd el
liquido peritoneal en un tubo FALCON de 50 ml y se colocé en hielo. Después se
centrifugd a 2500 rpm/10 min a 4°C (Eppendorf 5804-R), para obtener el paquete
celular (pellet) (21).

3.3.2. Cuenta viable de células del linfoma murino L-5178Y.

La cuenta viable de las células se llevdé a cabo diluyendo a 1:500 con PBS pH 7.2

estéril. A partir de ésta solucion se preparé una dilucién 1:2 con azul tripan (Sigma

Chemical Co. # T8154). Después se colocd la muestra en la cAmara de Neubauer

(Hausser Scientific) y posteriormente se contaron las células viables en microscopio
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optico (Olympus) presentes en los 4 cuadrantes de la cAmara. La viabilidad celular
se determind en base a la siguiente formula.

Férmula:

Cuenta celular/mi=_No. células en 4 cuadrantes x dilucién azul tripan x dilucién muestra x 10*
4

La cuenta se ajusté a 5x10° células en un volumen de 0.2 mi de PBS pH
7.2 estéril. Se inocularon intraperitonealmente ratones Balb/c de 6 a 8 semanas
de edad, los cuales se mantuvieron en jaulas en grupos de cuatro y en
condiciones asepticas (21).

3.4. Obtencion de antigenos de células del linfoma murino L-5178Y mediante
el método de extraccién con KCL

Las células obtenidas (seccidon 3.3.1), se trataron con solucién de lisis e incubaron
a temperatura ambiente por 10 min, después se centrifugaron a 2500 rpm/10 min
a 4°C. Posteriormente se realizaron dos lavados con soluciéon de Alsever estéril
bajo las mismas condiciones. El paquete celular se colocé en un frasco de 100 mi
(Wheaton) y se resuspendid con solucion salina 0.9% (PiSA) agregando 9 ml de
esta solucién por cada ml de pellet. Después se agregd lentamente y en agitacién
constante KCI en estado reactivo hasta alcanzar una concentracién de 3 M. Las
células se incubaron a 4°C durante 16 h con agitacion constante.

Posteriormente la suspensiéon celular se colectdé en tubos para
ultracentrifuga Beckman y se centrifugdé a 40,000 rpm/2 h a 4°C. El sobrenadante
se colocd en una membrana (Spectrum Laboratories Inc.) estéril con un poro de
12-14,000 Da y se dializé en contra de sucrosa al 50% por 16 h a 4°C.
Posteriormente se reequilibré en contra de H.Odd estéril por 16 h a 4°C. El
material obtenido se centrifugd a 20,000 rpm/30 min a 4°C. El antigeno tumoral
contenido en el sobrenadante se esterilizé por filtracién (filtro Millex GS con poro

de 0.2 ym) y se almacend en alicuotas de 8 ml a -20°C hasta su uso.
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3.5. Obtencion de células de timo y peritoneo (muestras control).

3.5.1. Obtencioén de células de timo.

Se obtuvieron células de timo de un grupo de ratones Balb/c sanos de 6-8
semanas de edad, los cuales se sacrificaron por dislocacion cervical. Los timos se
extrajeron en condiciones de asepsia y se maceraron con PBS pH 7.2 estéril. La
suspension celular se tamizd a través de una malla del numero 50 (Sigma) y las
células se colectaron en un tubo FALCON de 50 ml (22).

3.5.2. Obtencién de células de peritoneo.
La obtencién de las células de peritoneo se realiz6 de acuerdo a la metodologia
indicada en el punto 3.3.1.

3.6. Obtencién de antigenos de células de timo y peritoneo mediante el
método de extraccién con KCI.
La extraccion se llevé a cabo segtin la metodologia indicada en el apartado 3.4.

3.7. Cuantificaciéon de proteinas por el método de Bradford.

La cuantificacion de proteinas de las muestras de antigenos obtenidos de células
del linfoma murino L-5178Y, células de timo y peritoneo se realizé por el método
de Bradford (11) utilizando albumina sérica bovina como estandar a una
concentraciéon de 1 mg/ml (Tabla 1).

Después de agregar el reactivo de Bradford (BIORAD #235), las muestras
se agitaron en vortex e incubaron 5 min en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en
un espectrofotdmetro (Beckman DU650). Se realizé6 una curva de calibracion a
partir de la cual se calculd la concentracion de cada muestra.
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Tabla 1
Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Muestra H.OmQ Estandar Muestra Reactivo
BSA problema Bradford
pl pl
Blanco 800 200
Tubo 1 796 4 200
Tubo 2 792 8 200
Tubo 3 784 16 200
Tubo 4 768 32 200
Tubo 5 736 64 200
Ag. tumoral
dilucion 1:50 | 780 20 200
Ag. de células
de timo 780 20 200
diluciéon 1:50
Ag. de células
de peritoneo 750 50 200
dilucion 1:20

3.8. Cromatografia de exclusién molecular.
El patrén proteico de las muestras de antigenos de celulas del linfoma murino
L-5178Y, se analizé6 mediante el fraccionamiento del extracto crudo del lisado

celular por cromatografia de exclusion molecular con Sephadex G-75 como se
indica en las siguientes tres secciones.

3.8.1. Preparacion de |la matriz.

Se prepararon 20 g de Sephadex G-75 en 200 ml de buffer Tris-HCI 20 mM pH
8.0/EDTA 1 mM dejandose reposar toda la noche a 4°C (4).

3.8.2. Empaquetado de la columna.

Se agregaron aproximadamente 20 ml de buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.0/EDTA
1 mM en una columna de 40 cm de altura x 1 cm de diametro (Pharmacia Fine
Chemical). Después se agrego la matriz lentamente por el extremo superior de la
columna, permitiendo la salida del buffer por el extremo inferior, de tal manera que
la matriz se fue empaquetando. A medida que el extremo superior de la columna
se fue quedando vacio mas matriz fue agregada hasta lograr el empaguetamiento
total. Posteriormente la columna se lavé con 2 volumenes del mismo buffer a un
flujo de 1 mi/min (4).
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3.8.3. Fraccionamiento de las proteinas del extracto celular del linfoma
murino L-5178Y.

Se agregaron 2 ml de la mezcla de proteinas de células tumorales L-5178Y a una
concentracion de 3 mg/ml. La muestra fue eluida con buffer Tris-HCI 20mM pH
8.0/EDTA 1 mM a un flujo de 0.3 mI/min utilizando una bomba peristaltica P1
(Pharmacia Biotech). Las fracciones se colectaron automaticamente en
volumenes de 2 ml y la deteccion de las fracciones eluidas se llevé a cabo con un
detector de luz UV a 260 nm en el colector de fracciones de una forma
automatizada (Gradi Frac System Pharmacia Biotech). Las fracciones fueron
documentadas en un graficador (Rec 102 Pharmacia Biotech). El contenido
proteico obtenido fue desalado en una columna PD10 (Amersham Pharmacia
Biotech) colocando 2.5 ml de muestra y eluyendo con 3.5 ml de H,Odd. EIl
material obtenido se concentré por liofilizacion (Labconco) y almacené a -20°C
hasta su uso. (4).

3.9. Analisis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

La observacion y comparacion de los patrones de proteinas de las muestras de
antigenos de células tumorales, timo, peritoneo y las fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusiébn molecular, se realiz6 mediante la electroforesis en
geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

3.9.1. Preparacién del gel.

Se prepararon geles de 18 x 20 cm al 15% de poliacrilamida. Los vidrios para
electroforesis se montaron utilizando separadores y peine de 0.5 mm ademas de
pinzas y agarosa al 1% para sellar los lados y el borde inferior de los vidrios.

Posternormente se prepard la mezcla del gel separador, la cual se transfirié
hasta 2 cm por debajo del borde superior de los vidrios, en seguida se agregé
H>Odd hasta cubrir el limite superior del gel (1 cm), se espero a que el gel
polimerizara aproximadamente 45 min.

Una vez polimerizado, se prepard el gel concentrador. La capa de H>Odd
fue retirada utilizando papel filtro y la mezcla se transfirio sobre el gel separador e
inmediatamente se coloc6 el peine adecuado. Una vez polimerizado, se retiré el
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peine y se colocd en la camara de electroforesis (C.B.S. Scientific Co.), la cual se
llend con buffer de corrida 1X (36).

3.9.2. Preparacion de la muestra::

Se prepararon las muestras de: Ag de células tumorales del linfoma murino
L-5178Y, timo y peritoneo (muestras control) agregando SDS-loading buffer 1X a
cada una de las muestras, se homogenizaron y calentaron en bafio maria por 5
min. Después se colocaron 30 pl de cada muestra por pozo incluyendo el
marcador del peso molecular MultiMark Multi-Colored Standard (Invitrogen). EIl
corrimiento de los geles se llevé acabo a 80 V constantes hasta que el colorante
azul de bromofenol llegd a la parte inferior del gel aproximadamente 2 h (36).

3.9.3. Analisis de las proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
mediante el programa Quantity-One.

El gel se desmontd con cuidado y se corté una de sus esquinas para ubicar el
orden de las muestras. Después se colocd en el colorante azul de Comassie
R-250 y se agité en un shaker (Orbit Shaker Lab-Line No. 3590) a 100 rpm por 2-
4 h o toda la noche. El gel se retir6 del colorante y se colocd en solucion
decolorante |, se agité a 100 rpm durante 1-2 h. En seguida se colocé en solucion
decolorante Il y se agitdé a 100 rpm durante toda la noche (36). Los geles se
escanearon en el densitémetro calibrado GS-800 (Bio-Rad) y se analizaron con el
programa Quantity-One.

3.10. Inmunizacién de ratones Balb/c con células inactivadas del linfoma
murino L-5178Y.

Se obtuvo el liquido peritoneal de un grupo de ratones Balb/c, los cuales se
sacrificaron por dislocacion cervical 13 dias después de haber sido transplantados
con células del linfoma murino L-5178Y. La obtencién de las células tumorales se
realizé de acuerdo a la metodologia indicada en la seccion 3.3.1. Estas células se
inactivaron con formaldehido al 1% durante 24 h.

Se formaron dos grupos de 7 ratones, el primer grupo se inmunizé con 0.2
ml conteniendo 2 x10°% células del linfoma murino L-5178Y inactivadas, mientras
que el segundo grupo se inmunizé con 0.2 ml de PBS pH 7.2 estéril. La
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inmunizacion se realizé por via intravenosa, aplicando calor a los ratones a través
de una lampara para dilatar las venas caudales. Los ratones se inmovilizaron para

realizar la inoculacion utilizando un tubo rodent restrainers de1 x 3.5" (Daigger
Catalogo No. TX9622E) (Figura 2). -

Figura 2. Inmovilizacion de ratones con un tubo rodent restrainers (Daigger).
En la figura se muestra un ratén dentro del tubo rodent restrainers con Gnicamente
el area caudal expuesta.

Se realizaron 4 inoculaciones una cada tercer dia. Una semana después de
la ultima inoculacion se obtuvo sangre por puncion cardiaca con una aguja de
25G X 16 (Tabla 2). La sangre obtenida se incubé a 37°C por 1 h. Posteriormente
se centrifugé a 8000 rpm/1 min., para obtener el suero, el cual se almacené a -
20°C hasta su uso.

Tabla 2.
Esquema de inmunizaciébn de ratones Balb/c con células inactivadas del
linfomma murino L-5178Y

1% 0.2 ml
2° 0.2 mil
3 0.2 ml
" Una semana después
4 02 mi de la ultima inoculaciéon
1° 2x10°células
= 2x10°células
3° 2x10°células
Una semana después
a 6
4 2x107células de la dltima inoculacién

3.11. Titulacion de anticuerpos mediante la prueba de ELISA.

El antigeno tumoral del linfoma murino L-5178Y se preparé a una concentracion
de 6 ug en 100 pl con buffer carbonato/bicarbonato. Se agregaron 100 pl de
antigeno tumoral a cada pozo en la placa de ELISA (Costar de Polivinilo de 96
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pozos), se incubé a 4°C toda la noche. Se realizaron 4 lavados de 5 min con 150
yl de PBS-Tween 1X. La placa se incubé a temperatura ambiente por 1 h con 150

Hl de BSA al 2% con PBS-Tween 1X, después se realizaron 4 lavados de 5 min
con 150 yl de PBS-Tween 1X.

Los sueros control y problema se inactivaron a 56°C por 20 min.
Posteriormente se prepararon diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000 con PBS-
Tween 1X, se agregaron 100ul de la dilucién correspondiente a cada pozo como
se indica en la Figura 3. La placa se incub6 toda la noche a 4°C, después se
realizaron 4 lavados de 5 min con 150 ul de PBS-Tween 1X.

El anticuerpo secundario (IgG Anti-ratén) se preparé a una dilucién 1:5000
con PBS-Tween 1X, a continuaciéon se agregaron 100 ul a cada pozo. La placa se

incubdé a temperatura ambiente por 2 h en seguida se realizaron 4 lavados de 5
min con 150 pl de PBS-Tween 1X.

Se prepard el sustrato pNPP (Sigma Chem. Co. N2765), y se agregaron
100 pl a cada pozo. La placa se incubé en la oscuridad a temperatura ambiente
hasta que se observé un color amarillo en cada pozo. La reaccién se detuvo
agregando 25 ul de NaOH 1 M. La lectura se realizé en el lector de ELISA (Bio-
Tek Instruments) a 405 nm y tomando como control los pozos S5A, 5B y 5C (16).

Figura 3. Distribucién de la muestra control, antigeno tumoral y sustrato en la
placa de ELISA. Las diluciones empleadas del suero control y problema fueron de
1:10, 1:100,1:1000 y 1:10000. T= Antigeno tumoral con suero problema, A=
Antigeno tumoral con suero control, S= Sustrato (control negativo), orden de los
pozos utilizados en la placa (A-F).
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3.12. Determinacién de antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y
mediante Western blot

Se prepararon geles de 10 x 10 cm al 15% de poliacrilamida de las muestras de
Ag tumoral del linfoma murino L-5178Y, timo y peritoneo (muestras control)

incluyendo el marcador de peso molecular. La preparacion y el corrimiento de los
geles se realizé como se indica en la secci6n 3.8.

Se preparo el sandwich para la transferencia (Figura 4) colocando el gel,
esponjas, papel filtro y la membrana de nitrocelulosa (Protran. Schleicher and

Schuell Inc, ITEM No. 10402497) dentro de un recipiente con buffer de
transferencia 1X.

ESPONJA

FILTRO

Vv
v

GEL

FILTRO

®

Figura 4. Ensamblaje y orientacion de los elementos para Ia
electrotransferencia. Se muestra el orden de cada uno de los elemenios
necesarios para llevar a cabo la transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa con respecto a los eléctrodos. La direccion de la transferencia es del
catodo (-) al anodo (+).

v

El sandwich se coloc6 dentro de la camara (Bio-Rad), la cual se llend con
el mismo buffer. La transferencia se llevé a cabo a 150 V, 300 mA constantes a
4°C por 1 h. La membrana fue tefiida con Rojo Ponceau, después se lavé con
H.Odd hasta su total decoloracion. Posteriormente se bloqued con leche
descremada al 5% disuelta con PBS-Tween 1X pH 7.4 por 2 h. Se realizaron 3
lavados de 10 min cada uno con PBS-Tween 1X pH 7.4.

Los anticuerpos primarios se prepararon (suero control y problema) a una
dilucién 1:20 con leche descremada al 2% disuelta con PBS-Tween 1X pH 7.4.
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Después se agregd el anticuerpo primario correspondiente, se dejé en agitacion
constante a temperatura ambiente por 3 h 6 toda la noche a 4°C. Se realizaron 3
lavados de 10 min con PBS-Tween 1X pH 7.4.

En seguida se agreg6 el anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado
a fosfatasa (Jackson Immuno Research Laboratorios Inc.) a una dilucién 1:10 000
se dejé en agitacidn constante a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente se
realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-Tween 1X pH 7.4. Se agregdé 3 ml del
sustrato para fosfatasa NBT/BCIP (Sigma) y la reacciéon se detuvo con H2Odd.
(36).

3.13. Determinacion de B-actina mediante Western blot.

Se prepararon geles de 10 x 10 cm al 15% de poliacrilamida de las muestras de
Ag tumoral del linfoma murino L-5178Y, timo y peritoneo (muestras control),
ademas del marcador de peso molecular. La preparacion y el corrimiento de los
geles se realizaron como se indica en la seccion 3.8.

Concluido el corrimiento la transferencia de los geles se realizé como se
indica en la seccion 3.12. En seguida la membrana fue tefiida con Rojo Ponceau,
después se lavd con H;Odd hasta su total decoloraciéon. Posteriormente se
bloqued con leche descremada al 5% disueita con PBS-Tween 1X pH 7.4 por 2 h.
Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-Tween 1X pH 7.4.

Se prepardé el anticuerpo primario o anticuerpo monocional contra la 3-
actina (Sigma) a una dilucién de 1:5000 con leche descremada al 2% disuelta con
PBS-Tween 1X pH 7.4, se agregé a la membrana y se dejé en agitacion constante
a temperatura ambiente por 1 h 6 toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados de
10 min con PBS-Tween 1X pH 7.4.

Después se agregod el anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado a
peroxidasa (Amersham Biosciences. Code NA931.) a una dilucién 1:10000. Se
dej6é en agitacién constante a temperatura ambiente por 1 h. Se realizaron 3
lavados de 10 min con PBS-Tween al 1X pH 7.4. Se agregé 3 ml del sustrato para
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peroxidasa (Kit BM Chemiluminescence Blotting Substrate, Roche Diagnostics
Corporation) y se dej6 en agitacion constante por un min.

La membrana se envolvié en plastico transparente y se colocé en el casete
de revelado. Después el film se coloc6é sobre la membrana, el tiempo de
exposicion fue de 5 segundos. Posteriormente la membrana se coloc6 en solucién
reveladora, H,0, solucién fijadora y finalmente en H,O por un min en cada paso.

Las soluciones reveladora y fijadora se prepararon seguiin las instrucciones del
fabricante (Kodak Professional) (36,27).
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Transplante y mantenimiento del linfoma murino L-5178Y en ratones
Balb/c

4.1.1. Obtencién de células del linfoma murino L-5178Y.

El mantenimiento y obtencién de células del linfoma L-5178Y fue cada 13-15 dias,
el numero de transplantes realizados fue de 20, utilizando una dosis de 5x10°
células segun el método empleado por Hernandez Lépez (21). El transplante y
mantenimiento del linfoma murino L-5178Y se ha llevado acabo empleando dosis
de 5x10° (26), 1 x 107 (45), 2 x 10° (42). Sin embargo en estos reportes no
proporcionan datos sobre el rendimiento celular obtenido de los transplantes en
ratones Balb/c y DBA/2, éste dato es de gran importancia para determinar la
cantidad de antigeno tumoral que se puede extraer ya que en nuestro
experimento se pretende obtener y estimar el rendimiento de antigeno tumoral a
partir de células del linfoma murino L-5178Y. En la tabla 3 se muestra el promedio
de células obtenidas de 5 transplantes el cual fue de 530 x 10° células/ml.

Tabla 3.
Rendimiento celular obtenido de 5 transplantes del linforna murino L-5178Y.

No. de transplante Celulas 10°/ml

1 920
2 700
3 150
4 730
5 150
Promedio 530

4.2. Obtencion de antigenos de células del linfoma murino L-5178Y mediante
el método de extraccion con KCL.

De los 20 transplantes realizados sélo en 5 de ellos se llevo a cabo la
determinacion por el método de Bradford, con el resto se realizé un pool de
antigeno tumoral para emplearlo en los experimentos subsecuentes. En la tabla 4
se muestra el volumen celular, asi como la cantidad y concentraciéon de antigeno
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tumoral del linformna murino L-5178Y obtenido en cada transplante. La extraccion
con KCI propuesta en esta investigacion es un buen método para la obtencién de
antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y ya que la concentracion del
antigeno tumoral del linfoma murino L-5178Y obtenido de cada transplante se
mantuvo en los 500 pg/ml esto debido a que cada cm® de paquete celular fue
resuspendido en 9 ml de solucién salina por lo que siempre se mantuvo la
relacién.

Cuando la cantidad de paquete celular fue mayor a 3 cm® se observé una
fase mucosa (probablemente DNA) en cantidad considerable indicando la posible
lisis celular, la cual se presenté cuando se agregd KCI en estado reactivo. Esta
situacidn se presenté en el transplante No. 4, probablemente por que el espacio
del recipiente (Wheaton 100 ml) en el cual se agitaron las células no fue suficiente
para un mayor numero de éstas, o que provocé que se colisionaran contra la
pared y por consecuencia ocasionara la lisis celular, por lo que es recomendable
emplear un recipiente de mayor volumen cuando se utilicen mas de 3 cm?® de
paquete celular.

Hasta el momento son relativamente pocos los datos reportados sobre la
cantidad y concentracidén de antigenos tumorales o proteinas de membrana
extraidas por otros métodos tales como filtracibn, inmunoprecipitacion,
detergentes como el NP-40, centrifugacion diferencial, métodos salinos y
cromatografia. Existe una gran variedad de métodos para el aislamiento de
proteinas de la membrana plasmatica pero frecuentemente no son aplicables a
otro tipo de células que no sean aquellas a partir de las que fueron desarrollados.
Son relativamente pocos los procedimientos publicados para la obtencidon de
proteinas de membrana plasmatica en células que contienen altos volimenes de

nucleo y citoplasma como las del linfoma murino L-5178Y.

La membrana plasmatica de la linea celular L-5178Y/CAS55 ha sido extraida
debido a que es sensible a la L-asparaginasa pero el método empleado para ello
es drastico para las célutas pues causa lisis total del nacleo (42). En 1980 Torrent
et al., describieron un procedimiento para la purificacion de la membrana

plasmatica en forma de vesiculas, a partir de células del L-5178Y, empleando un
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homogenizador Elvehjem y obtuvieron de 1-3mg/ml de vesiculas a partir de una
suspension celular de 30 ml a una concentracion de 1-1.5 x 10% células pero no
reportan el volumen final obtenido en el que se resuspendi6 la fraccién proteica
para obtener dicha concentracion (42). Mientras que con el método con KCI
empleando 1.5 x 10® células se obtienen 37.5 ml de proteinas periféricas de

membrana a una concentracion de 0.57mg/ml y una concentracién final de 21.4
mg/37.5 mi

Rabinovsky y Yang en 1986 obtuvieron Gnicamente antigenos asociados a
membrana mediante el empleo de Nonidet P-40, pues los detergentes acttan
sobre los lipidos de la membrana ocasionando una disrupcién de la estructura
membranal (31). Los lipidos forman en general micelas mixtas con el detergente,
en tanto que las proteinas hidrofobicas se cubren con una monocapa del mismo.
A diferencia de nuestros resultados, estos investigadores no mencionan el
rendimiento proteico por cantidad de células utilizadas. El método con KCI
propuesto en esta investigacion, actla desestabilizando las uniones no covalentes
(principalmente electrostaticas) de las proteinas de membrana, haciendo que se
liberen sélo las proteinas que se encuentran en la superficie de la membrana
celular sin realizar cortes o formacién de micelas (40) lo que facilité la

cuantificacién real de antigeno libre de la membrana.

Tabla 4.
Rendimiento del antigeno tumoral de células del linfoma murino L- 5178Y por el
método de extraccién con KCI.

Volumen celular Volumen de Ag. Concentracion de Concentracion
No. de procesado tumoral obtenido Ag. tumoral total de Ag.
transplantes {cm®) (ml) (ng/ml) tumoral (pg)
1 3 25 596 14900
2 1 10 542 5420
3 5 37.5 572 21450
4 6 45 200 9000
5 2 15 503.5 7552.5
Promedio 26.5 482.7
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4.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.
Los antigenos de células tumorales, timo y peritoneo se obtuvieron en una
cantidad considerable mediante el método con KCl y se cuantificaron por el

metodo de Bradford. En la tabla 5 se muestra la concentraciéon de cada una de las
muestras.

Tabla 5.
Concentracién de las muestras de antigenos de células tumorales, timo y peritoneo

Concentracion

Muestras
(ug/ml)
Antigeno tumoral 600
Antigeno de Células
: 700

de Timo
Antigeno de Células

; 200
de Peritoneo

En base a estas concentraciones se determiné la cantidad de antigeno
tumoral requerido para llevar a cabo su fraccionamiento (2 ml a una concentracion
de 3mg/ml) por cromatografia de exclusion molecular, asi como la cantidad

necesaria para el andlisis comparativo de cada muestra en geles de
poliacrilamida.

4.4 Cromatografia de exclusiéon molecular.

El analisis del patrén proteico de las muestras de antigenos de células del linfoma
murino L-5178Y, se llevé a cabo mediante el fraccionamiento por cromatografia
de exclusién molecular con Sephadex G-75.

Figura 5. Cromatograma de la muestra de antigenos de células del linfoma
murino L-5178Y. A.- Fraccién 1, B.-Fraccion 2, C.- Fraccién 3
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En la figura 5 se muestra el patrén obtenido, en el cual se observan tres
fracciones. En la primera se esperaba encontrar las proteinas de alto peso

molecular, en la segunda las de peso molecular medio y en la tercera las de bajo
peso molecular.

Sin embargo, al hacer el corrimiento electroforético de las fracciones esto
no se observd, ya que como se muestra en la figura 6, en la primera fraccién
aparece el patron proteico de los antigenos tumorales de las células del linfoma
murino L-5178Y y en las fracciones 2 y 3 se observan algunas bandas similares
en peso molecular, sin embargo no se puede afirmar que se trate de las mismas
proteinas ya que se obtuvieron de diferentes fracciones.

El patron observado en el gel mostré6 que la separacidon cromatografica
sirvié uUnicamente para concentrar las proteinas en el pico 1 debido a que todas
ellas tienen un rango molecular que la matriz G-75 (80,000-3,000 Da) no puede
resolver.

250KDa
148KDa

60 KDa ® =

42 KDa

30 KDa

22 KDa

17 KDa

6 KDa

4 KDa

A B C D E

Figura 6. Analisis de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusién
molecular en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. A.- Marcador de peso
molecular 8ul, B.- Fraccion 1 (10ul), C.- Fraccion 2 (10pl), D.- Fraccion 3 (10ul),
E.- Antigenos de células tumorales (10pl).

4.5 Analisis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

De acuerdo a las concentraciones obtenidas por el método de Bradford, las

muestras de los antigenos de las células tumorales, de timo y peritoneo, se
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ajustaron a una concentracion de 58, 58 y 60 g respectivamente, ya que a estas
concentraciones se logré una mejor resolucién de las bandas de proteinas en el
gel.

Las diferencias entre el patrén de proteinas de las células tumorales y el de
las células de timo y peritoneo no se lograron observar claramente, debido a la
complejidad de las muestras (Figura 7), por lo que los geles se sometieron a un
analisis por densitometria utilizando el software Quiantity-One. El resultado
mostré que el nimero de bandas en las muestras de antigenos de células
tumorales, timo y peritoneo fue de aproximadamente 59,56 y 50 respectivamente.
No se han encontrado reportes que muestren el patrén proteico membranal de
esta linea celular asi como su analisis por densitometria.

250 KDa
148KDa

60 KDa

42 KDa
30 KDa

22 KDa
17 KDa

6 KDa

4 KDa

Figura 7. Analisis protéico de las muestras de antigenos de células tumorales,
timo y peritoneo en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. A.- Marcador de peso
molecular 20ul, B.- Antigeno de células tumorales 29ug, C.- Antigeno de células
tumorales 58ug, D.- Antigeno de células tumorales 73ug, E.- Antigeno de células
de timo 58ug, F.- Antigeno de células de peritoneo 60ug.

Los resultados del analisis de los geles de poliacrilamida, mostraron 9
bandas en la muestra del antigeno de células del linfoma murino L-5178Y no
presentes en los antigenos de timo ni en los antigenos de peritoneo (Tabla 6). De
las 56 bandas presentes en los antigenos de timo, 13 estan ausentes en los
antigenos de células del linfoma murino L-5178Y y de éstas solo 6 se encuentran

en antigenos de peritoneo. De las 50 bandas presentes en antigeno de peritoneo
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9 no se encuentran en los antigenos de células L-5178Y y de éstas 6 son
similares a los antigenos de timo (Figura 8).

Tabla 6.
Pesos moleculares estimados de las proteinas contenidas en los antigenos de
células del linfoma murino L-5178Y no presentes en antigenos de timo y peritoneo.

Antigenos de células
L-5178Y

No. de banda Peso molecular
225.61
203.89
186.83
165.81
85.52
74.66
50.25

6.49

482

O O N O O Al W N =

1.- Antigenos de 2.- Antigenos de 3.- Antigenos de
células L-5178Y timo peritoneo

242.98

Figura 8. Esquema representativo de las proteinas diferentes encontradas en
los antigenos de células del linfoma murino L-5178Y, timo y peritoneo. 1.-
Proteinas presentes en los antigenos del L-5178Y, 2.- Proteinas presentes en los
antigenos de células de timo, 3.- Proteinas presentes en los antigenos de
peritoneo.
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El porcentaje de similitud entre los antigenos de las células L-5178Y y los
antigenos del timo fue de un 73%, mientras que con los antigenos de peritoneo
fue de un 70%. La similitud anterior se puede entender ya que esta reportado que
el linfoma es un tumor de células T (timoma) por lo tanto presenta una mayor
relacién con el timo pues en éste los linfocitos T se encuentran en un 97% (22).
Este tumor por lo general se origina en ganglios linfaticos pero en ocasiones
aparece en otros tejidos linfoides como el peritoneo, sitio donde se estableci6 el
linfoma y por lo tanto de donde se obtuvieron las células que se emplearon para
esta investigacion. La relacion entre los antigenos de las células del L-5178Y y los
de peritoneo es mas baja que en la de timo debido a que en éste el porcentaje de

linfocitos T es mucho menor que en el timo (22).

Por otra parte las diferencias entre las bandas de cada muestra se
obtuvieron en base al peso molecular aproximado por lo que no se puede afirmar
que todas o algunas de las proteinas encontradas unicamente en la muestra de
interés corresponden a antigenos tumorales. Ademas no se puede saber si cada
una de las 9 bandas detectadas corresponde a una o varias proteinas, pues
pueden presentarse proteinas con pesos moleculares muy similares que la
electroforesis detecte como una sola banda, por |0 que fue necesario determinar
dichos antigenos de una manera mas especifica y confiable y para ello se decidi6

realizar Western blot.
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4.6 Titulacion de anticuerpos mediante la prueba de ELISA.

Para llevar a cabo el Western blot se inmunizd un grupo de 7 ratones con ceélulas
del linfoma murino L-5178Y inactivadas y una semana después de la dltima
inmunizacion se obtuvieron 4 ml de suero (problema). De la misma forma y
cantidad se obtuvo el suero de ratones sin inmunizar (control). La titulacidon de
anticuerpos presentes en el suero prcbhlema se llevé a cabo mediante el
inmunoensayo ELISA. Los resultados indicaron que las celulas tumorales
inactivadas estimularon de manera adecuada la produccién de anticuerpos.
Ademas se logro determinar el rango de dilucion del suero para ser empleado en
el Western blot, el cual fue de 1:10 y 1:100 (Figura 9).

0,450000
0,400000 -
0,350000

0,300000 |
0,250000
0,200000

0,150000
0,100000
0,050000
0,000000

Figura 9. Titulacién de anticuerpos mediante la prueba de ELISA. En el eje de
las X se graficd diferentes dilucicnes del suero de ratones inmunizados con células

inactivadas del Linfoma L-5178Y. En el eje de las Y se grafico la absorbancia a 405
nm

4.7 Determinacion de antigenos tumorales del linfoma murino L-5178Y
mediante Western blot

Para confirnar la presencia de los antigenos tumorales del linfoma L-5178Y de
una manera especifica, se realizaron Western blot de las muestras tanto de
antigenos de células tumorales comoc de timo y peritoneo empleando como
anticuerpo primario suero problema y suero control. Con el primero se observd un
patrén de siete bandas en la muestra de los antigenos del L-5178Y (Figura 10) el

cual no se aprecia en la membrana con suero control (Figura 11).
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250 KDa
148 KDa
60 KDa
42 KDa
30 KDa

22 KDa

Figura 10. Determinacién de
antigenos tumorales del linfoma
murino L-5178Y mediante Western
blot con suero problema (obtenido de
ratones Balb/c con el linfoma L-5178Y).
A.- Marcador de peso molecular 8ul, B.-
Antigeno de células tumorales 9ug, C.-
Antigeno de células de timo 9ug, D.-
Antigeno de células de peritoneo 9ug.

Figura 12. Esquema de las proteinas
detectadas mediante Western blot
con suero problema. La figura
presenta las proteinas detectadas con
suero problema en las muestras de los
antigenos de células L-5178Y, timo y
peritoneo, asi como los pesos
moleculares aproximados. En color rojo
se sefalan las proteinas de interés.

—
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A B C )]

Figura 11. Determinacién de
antigenos tumorales del linfoma
murino L-5178Y mediante Western
blot con suero control (obtenido de
ratones Balb/c sanos). A.- Marcador
de peso molecular 8ul, B.- Antigeno
de ceélulas tumorales 9ug, C.-
Antigeno de células de timo 9ug, D.--
Antigeno de células de peritoneo 9ug.

Antigenos de  Antigenos de
timo peritoneoc

Figura 13. Esquema de Ilas
proteinas detectadas mediante
Western blot con suero control. La

figura presenta las proteinas
detectadas con suero control en las

muestras de los antigenos de células
L-5178Y, timo y peritoneo, asi como
los pesos moleculares aproximados.
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Las membranas se analizaron en el densitObmetro empleando el software
Quantity-One. El resultado de éste analisis permitié estimar el nimero de bandas
presentes en las muestras de antigenos de las células tumorales, de timo y de
peritoneo obtenidas mediante Western blot empleando suero problema y control,
asi como el peso molecular de cada banda (Figura 12 y 13). En el patrén presente
con suero problema se pueden apreciar 8 bandas en la muestra de antigenos de
timo de las cuales 5 no se encuentran en los antigenos de las células tumorales y
las de peritoneo. En la muestra de antigenos de peritoneo se observan 7
proteinas de las cuales 3 no estan presentes en la muestra tumoral y el timo. La
muestra de antigenos de células del linfoma murino L-5178Y presentdé 7 bandas
de las cuales 4 de aproximadamente 117, 61, 55 y 45 KDa no se encuentran en el
timo y el peritoneo. Mientras que en la membrana con suero control (Figura 13) se
observaron solo 3 proteinas de peso molecular de 79, 73 y 61 KDa presentes en
la muestra de los antigenos tumorales. En la muestra de antigenos de timo se
observaron 4 proteinas de peso molecular de 37, 35, 17 y 12 KDa
aproximadamente. En los antigenos de peritoneo no se observé ninguna banda.

En la membrana con suero problema y control nho se esperaba una
reaccioén con las muestras de antigenos de timo y de peritoneo ya que el suero
problema solo debia presentar anticuerpos contra los antigenos presentes en la
membrana de las células tumorales, pues la inmunizacion fue con estas ceélulas.
En el caso del suero control tampoco debié presentarse reaccién pues este
anticuerpo se obtuvo de ratones singénicos sanos que jamas estuvieron
expuestos a las células del tumor L-5178Y. Sin embargo no ocurré asi y puede
deberse a que en el Western blot se emplearon anticuerpos policlonales (14,18)
los cuales pueden causar reacciones inespecificas con otros antigenos no
relacionados con el utilizado en la inmunizacion. Por otra parte posiblemente los
ratones Balb/c presenten anticuerpos producidos contra antigenos que dan
reaccién cruzada por alguna similitud a los de las células del linfoma L-5178Y
como ocurre con los pacientes con cancer de mama que presentan anticuerpos
que reaccionan contra la proteina gp 120 del VIH. Esto es por la presencia de un
retrovirus enddgeno en los pacientes con cancer de mama (14,18).
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Debido a lo anterior las proteinas de la muestra de antigenos de tas células
L-5178Y presentes en la membrana con suero control, se descartaron quedando
solo tres proteinas de aproximadamente 117, 55 y 45 KDa (Figura 12). Estas 3
bandas se encontraron en la muestra de antigenos de células tumorales y no en
los antigenos de timo ni peritoneo empleando suero problema y estuvieron
ausentes en la membrana con suero control. Lo que sugiere fuertemente que
estas son las proteinas de interés ya que podrian ser antigenos tumorales de
membrana asociados al linfoma L-5178Y. Estas proteinas son diferentes a los
antigenos reportados por Weinhold et al, en 1982 de pesos moleculares de 71,
85 y 135 KDa generados en la fase de latencia del tumor por ello la diferencia, ya
que los probables antigenos encontrados en esta investigacién corresponden a
las células del L-5178Y que se encontraban formando el tumor ascitico (44).

Rabinovsky-Yang en 1986., identificaron un antigeno asociado al L-5178Y
con peso molecular de 64 KDa, una proteina asociada a membrana diferente a las
encontradas en este proyecto ya que estos investigadores utilizaron el detergente

NP-40 y metodologia diferente para la obtencién de proteinas de membrana (31).

La linea L-5178Y también se ha tratado con mutagenos logrando la
expresion e identificacion de nuevos antigenos muchos de los cuales no se
presentan en las células tumorales originales, como el antigeno de 80 KDa
identificado por Grohmann et al., en 1990 al tratar la L-5178Y con derivados del
triazeno (20).

4.8 Determinacion de B-actina mediante Western blot

La B-actina es la principal isoforma de las actinas citoplasmaticas, tomando en
cuenta esto se decidid utilizar la presencia de esta actina como marcador de
proteinas de membrana intracelular y citoplasmatica en la muestra de antigenos
tumorales del linfoma L-5178Y para comprobar que los antigenos tumorales
obtenidos corresponden a proteinas de membrana descartando con ello que el
metodo con KCI propuesto pueda presentar contaminacién con otras proteinas
evitando de esta manera que al utilizar antigenos tumorales obtenidos a partir de
éste método como vacunas se presenten reacciones no deseadas. En la figura 14
se observd una reaccion positiva en los carriles A, C y D ya que en éstos se
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colocd una muestra con proteinas de citoplasma. Mientras que en el camnil B, el
cual corresponde a la muestra de antigenos de células tumorales, no se observéo
la presencia de B-actina; por lo tanto las proteinas de ésta muestra no pertenecen
a citoplasma sino a membrana plasmatica.

Figura 14. Determinacion de B-actina mediante Western blot con anticuerpos
monoclonales. A, C, D.- Controles positivos para B-actina, B.- Muestra de
antigenos de células del linfoma L-5178Y.
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Capitulo 5.

CONCLUSIONES

1.- El método con KCI propuesto en esta investigaciéon permite la obtencién de
antigenos tumorales situados en la membrana celular del linfoma murino L-5178Y.

2.- El método para extraccion de proteinas con KCIl permite un alto rendimiento en
la obtencion de antigenos tumorales presentes en la membrana celular.

3.- Se logré obtener el patrén proteico membranal de la linea L-5178Y, mediante
geles de poliacrilamida SDS-PAGE y mediante el analisis con el programa
Quantity-One se obtuvieron los pesos moleculares aproximados de cada una de
las proteinas que conforman la muestra de antigenos tanto de las células del
linforna murino L-5178Y, como de timo y de peritoneo.

4 - Se determiné el porcentaje de similitud entre las muestras de antigenos
tumorales con las muestras de antigenos de timo (73%) y de peritoneo (70%)
encontrando una gran similitud entre ellas, asi como 9 proteinas presentes solo

en antigenos de células del linforma murino L-5178Y.

5.- Mediante el Western blot se lograron detectar tres proteinas de membrana de
aproximadamente 117, 55 y 45 KDa presentes en las células del linfoma murino
L-5178Y, las cuales podrian corresponder a antigenos tumorales. Estas no se
encontraron en los antigenos de timo ni en los de peritoneo.

6.- Se presentd reaccién cruzada con ciertas proteinas de las muestras de los
antigenos de células de timo y peritoneo empleando suero problema y suero
control.

7.- Mediante la determinacién de B-actina se comprob6 que al emplear el método

de extraccién con KCI| se obtienen solo proteinas de membrana y por lo tanto no
presenta riesgos de contaminacién con otros organelos celulares.
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Capitulo 6.

PERSPECTIVAS

1.- Emplear geles bidimensionales para determinar la presencia de una o mas
proteinas presentes en una banda.

2.- Realizar ensayos in vitro e in vivo para evaluar la inmunogenicidad de las tres

proteinas periféricas de membrana de aproximadamente 117, 65 y 45 KDa del
linfoma murino L-5178Y mediante:

o Pruebas dérmicas al antigeno autélogo a las 24, 48 y 72 horas,
e Enumeracién de linfocitos T especificos por el método de rosetas,

e Estimulacion especifica mediante la incorporacion de Timidina tritiada o
MTT.

e Regresion tumoral a partir de la aplicacién del antigeno tumoral autélogo
via intratumoral en ratones Balb/c.
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APENDICE

Soluciones para el transplante y mantenimiento del linfoma murino L-5178Y
en ratones Balb/c.
Etanol al 70% (1 L)

Etanol Absoluto 700 mi
H2.Odd 300 ml
PBS pH 7.2

NaCl 80g
KCI 0.20g
Na;HPO, 144 g
NaH;PO, 020g

Aforar a 1 L con H>Odd

Soluciones para extraccion de antigenos tumorales mediante KCI
EDTA 0.5M pH 8.0
EDTA 7449
H-Odd 20 ml
Agregar perlitas de NaOH para disolver el EDTA. Ajustar el pH a 8.0 y aforar a
40 ml con H>Odd

Solucién de Alsever

Glucosa 205¢g
Citrato de Sodio 80¢g
Acido Citrico 0.55¢g
NaCl 420¢
H2.Odd 1L

Esterilizar en Autoclave a 110°C x 10 min.

Solucion de lisis
NH,CI 0.829g
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NaHCO3; 0.084 g

Dietilenglicol al 4% 4 mi

EDTA 0.5 M pH 8.0 20 pl
Aforar a 100 ml con H>Odd

Solucién de sucrosa al 50%
Sucrosa 200 g
H,Odd estéril 400 ml

Soluciones para cromatografia de exclusién molecular

Buffer Tris-HCI1 1 M pH 8.0

Tris-HCI 31.52¢

H.Odd 100 ml
Ajustar el pH a 8.0 y aforar a 200 ml con H2Odd

Buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.0 (1 L)
Tris-HCI 1 M 20 ml

H.Odd 980 mi

Sephadex G-75

Sephadex G-75 50¢g
Buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.0 con 200 ml
EDTA 1 mM

Tris-HCI 20mM pH 8.0/EDTA 1 mM
EDTA 500 mM 1.8 mi
Tris-HCI 20 mM pH 8.0 900 mil
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Soluciones para la inmunizacion de ratones Balb/c con células inactivadas
del linfoma murino L-5178Y
Formaldehido al 1%

Formaldehido ' 1 mi
H,Odd 100 ml

Soluciones para la preparacion de geles de poliacrilamida SDS-PAGE
Acrilamida/bisacrilamida 30%
Acrilamida 30g
Bisacrilamida 19

Aforar a 100 ml con H,Odd

Azul de Comassie

Azul brillante de Comassie R-250 0.25¢g
Metanol 45 ml
H2Odd 45 ml
Acido Acético 10 mi

Buffer de corrida 1X
Buffer de Corrida 5X 20 ml
H-Odd 80 ml

Buffer de muestra 1X

SDS 2% 2g
R-mercaptoetanol 5% *
Glicerol 10% 10 mi
Azul de Bromofenol 0.002% 0.002 g
Tris-HCI 0.0625 M pH 6.8 85 ml

*Por cada 950 pl de Buffer de muestra 1X afiadir 50ul de B-mercaptoetanol
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Buffer Tris-Base 0.5 M pH 6.8

Tris-Base 6049

H.Odd 80 ml
Ajustar el pH a 6.8 y Aforar a 100 ml con H2Odd

Buffer Tris-Base 1.5 M pH 8.8

Tris-Base 18.2¢g

H2Odd 80 ml
Ajustar el pH a 8.8 y Aforar a 100 ml con H>Odd

Buffer Tris-Glicina 5X

Tris-Base 15.1¢g
Glicina 94 g
SDS al 10 % 50 ml

Ajustar el pH 8.3 £ 0.2 y aforar a 1 L con H>Odd.

PSA 10%

PSA 19
H,Odd 10 ml
SDS 10%

sSDS 10g

Aforar a 100 ml con H>Odd

Solucién decolorante |

Metanol 400 ml

Acido Acético 70ml
Aforar a 1 L con H,Odd

Solucién decolorante |l

Metanol 50 ml

Acido Acético 70 mi
Aforar a 1 L con H,Odd
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Solucién para gel concentrador de poliacrilamida

H>Odd 1.4 mi

Acrilamida/Bisacrilamida 30% 0.33 ml
Tris 0.5 M pH 6.8 ' 0.25 ml
SDS 10% 0.02 mi
PSA 10% 0.02 mi
TEMED 0.002 mi

Solucién para gel separador al 15% de poliacrilamida.

H.Odd 1.2 mi
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 2.5 ml
Tris 1.5MpH 8.8 1.3 ml
SDS 10% 0.05 mi
PSA 10% 0.05 mi
TEMED 0.002 mi

Soluciones para la titulacion de anticuerpos mediante ELISA
Albumina concentracién 1mg/mi
BSA

10 mg
H-O dd 10 ml
Albdmina (BSA) dilucién 1:20
BSA (1 mg/ml) 100 yl
Buffer de carbonato/bicarbonato 1.9ml

Anticuerpo secundario (IgG anti-ratén) dilucién 1:5000
IgG anti-raton

1 pl
PBS Tween 1 X 5 ml
Buffer de carbonato/bicarbonato pH 9.6
NaHCO3; 0.293 g
NazCO3 0.15 g
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H>Odd 90 mi
Ajustar el pH 9.6 y aforar a 100 ml

Buffer de sustrato

Dietanolamina 97 ml

H-0dd 800 mi
Ajustar el pH a 9.8 y aforara 1 L con H>Odd

Hidréxido de sodio1 M

Hidréxido de Sodio 29
H.Odd 50 ml

PBS 0.15 M pH 7.2 (solucion salina buferada de fosfatos)

NaCl 8g
KCI 0.2g
Na:HPO, 115¢g
KH2PO4 0.2g

Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1 L con H>Odd

Solucién de lavado
PBS 1L
Tween 20 0.5 ml

Sustrato pNPP
pPNPP 1 pastilla
Buffer de sustrato 5mil

Soluciones para la determinacién de antigenos tumorales y p-actina
mediante Western blot

Anticuerpo primario (suero problema y control) dilucién 1:20

Leche descremada al 2% 9.5 ml

Suero inactivado 500 i
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Anticuerpo primario B-actina dilucién 1:5000
Leche descremada al 2% 9.998 mil
Anticuerpo B-actina 2 ul

Anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina dilucién 1:5000
Leche descremada al 2% 9.998 ml
Anti IgG conjugado a fosfatasa 2yl

Anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa dilucién 1:10000
Leche descremada al 2% 9.999 ml

Anti IgG conjugado a peroxidasa 1 ul

Buffer de transferencia al 1X

Tris-Base 25 mM pH 8.3 39

Glicina 192 mM 144 g
Metanol 20% 200 ml
SDS 0.025%-0.1% 025¢g

Aforar a 1 L con H>0Odd
Leche descremada al 2%
Leche descremada 2g

PBS-Tween 1XpH 7.4 100ml

Leche descremada al 5%

Leche descremada 5g
PBS-Tween 1XpH 7.4 100 mi
PBS 10X (solucién stock)

NaCl 80g
KCI 2g
KH2PO4 29

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con H,Odd

48



PBS-Tween 1X pH 7.4 (Solucidon de lavado)

PBS 1 X pH 7.4
Tween 20 al 0.05%

Aforar a 1 L con H>Odd.

Rojo de Ponceau-S (solucion de trabajo)

Rojo de Ponceau-S stock
H.Odd

Rojo de Ponceau-S (solucién stock)

Rojo de Ponceau-S
Acido tricloroacético
Acido sulfosalicilico

Aforar a 100 ml con H-Odd

100 ml
50 ul

10 mi
90 ml

2g
30g
309
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