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URO . RESUMEDN

Ente trabajo se propusc determinar las condiciones Sptines

de p 46n de una pr

diferenciadora de células =ielq}
des producida por lineas de chlulas leucémicas zieloides de -
ratén mndiante la incubacién con endotoxinas, asi como la par-
clal purificacidn de ls uiema.

La proteina mencionada forma parte de un gruyo de sustan—
cias conocidas como YOI (Macrophage and Granulocyte lnducers)
6 CSF (Colony Stimulating Pactore), las cusles pro=ueven 1la -
fornacién de macréfagco y eranulocitos in yitro, em cultivos
de célular de »hdula &sea y se cree cue actban coro regulado-
res Jo 1a hovatopoyesis in vivo en muckns animales, inclusive
el ho=bre,

Pare Yo odtencibn de 1a proteins se man®L.ieron cultivos -
masivon do las lineas laucbmicas =1eloider “e ratdm J774 ¥ --
FRI9¥,1, arlicandoreen J0rin varia™er cr Y{ivopol* -a G-idep
de Selmonalls typhoga (LPS) vars rrovo~ar o au=antar la =~roe
4nccidn de V1, La Yineo mhn ~fectiva 9% 1a TRIOV, Y v g ae
concentracifAn Anvtma 4a LPS de 1N rep/=]1.

Para e nurificaciir “e MM e 0%11t28 21811~ip, nracivits
cién con enl’ale de axchio, rromatorrafia an DTAT-"elvloss, -
f1trari8n an yitwaea’ v QYtracent={ furacidn on ~tadientes de
nacarona. Se do'~r=1=8 a1l nemo mcleculnr por lor -*todom in-
depententeg Ao 71 trrcidn an nltpema]l * uYtepcentrifupgscidn,

~'tanfarde nascr —ctecnlaren de 35 NOC ¥ TL OV Trltpner res
pactivamr-nto,



Como 8o ve, 1as 1ineas leucésicas pusden ser utilizadas

para uns eficiente produccibén de MGI incubendolas com LPS.

Este produccién puede ser realizmda en forsa masivs, tanto

pars profundizar en ¢1 estudio de la emtructura y funcion -
de FOI como para su posible aplicacién terapbutica en las -
neoplasias.



DO 8. AXTECEDENTES

INTRODUCCION. "o de los mecanismos mhs importantes pars ol
funcionsmiento norsal do los organismos multicelulares con-
sisto en la regulacidn del crocm ¥ la difererciacién-
do sus células, de modo que ostas dejen de muliiplicarse —-

cuando su n@mero ec adecusdo y se 4iferencien para reali--

rar sup funciones especificss. Este mecaniozr falle en le -
carcinorbnesis, con la consigulente formacibs de ur nérero-
desproporcionado dr :$lulas inecesarias, llsmocar salifnes-
o nooplhsican,

El astudio 4e¢ lon fendmenos oue ¢ ~L-ren duranie 18 Reo—
plania ha 61do ostudiado durant~ larse tie=po, o! eatarro,
1o ccapronsifin cosplata de nnta dinfunci‘n roquiere necess-
rianente dol conociriento detallado del necaniemo de sreci-
eiento y difernnciaciér celular, tante de :$lulas norea’er
cono nenplhsices. Tno de lom procedimient g mbs fitiles an-
Ante cawapo ha nidc o} cultive do 261%1p:. ~cvma’~g ¥ Anc™MA
las in vitre (1,%). "on esta fin me ha: Jesarrcllace variae

tbenienn dn cultiv- an agar ¥ cultiv- ascive (3,4,%).

CULTIVC DE CSLMLAS. Al cultive Jo células no orsanizacas --
en tejidon su 1a conoce cox~ cnltive primario. Se iemomina-

sudbcultivo o la ohtencidr 4~ células »n nuspensiln ¥ pu co-
locacién en noiio fresce (on un ovrocemc llsmadc transeisidn

b pamaje). Ani, e£c vuede mantener un Cultivo por un Sierpo-



q-wmupnznnyummumnu,
conociendose al cultivo en esta etapa como linea celular pri
maria. 81 esta linea adquiere la capacidad de crecer indefi-
mddsmente, s¢ le dsnomina limes celilsr establecida, wsmml—
sente despubs de un minimo de 70 subcultivos, com interwvalos
de 3 dias entre cads umo (1).

La tramsformaciln entre lineas celnlsres primsrias y 11
neas celulares estadlecidas es ususlmente panlatina. Otres -
veces o8 un fenbmeno abrupto, conocido cowo alteracitn § -

tramsformacifén celular (12). Bste camtio acarrea ms varis—
cién del ofmero cr Ond

co, wna reducciém en los tiempos de
duplicacién y un crecimiento s densidades mayores (1, 12, 20)
Las lincas celularss ostatlecidas presentan uz patrén de
crecimiento parecido 1l dn mi-roorganismos. Cuandc las célu-
las se tomsn de un cultivo estacionario se pressnta primero
una fase de rotrano (1ag phaoe). A ests le «igue una fase -
logaritsice, y 8i no se renueva ¢l medio de cultivo, la po-
blacibn alcanza une face estacionaria (1,2%,34) Ver figura 1
La férenula que describe ls parte logaritmica de la curva
creciniento ea: M s .(o)’t domde;
Rt o8 ol nfmero 1+ células al tiempo t
Wo es el nfmerc inicial de cblulae

e @8 la base de los logaritmos naturales
t es 01 tiempo do cultivo

[}

o3 una comstante que representa la tasa de crecimiento.
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CICLO CELULAR BN CELULAS PX CULTIV. ®™n ls erifica 2.2 se des
cribe o1 ciclo de la mayor rarte de les células encariontes -
y os aplicadle s las 1ineas colulsres estatblecidas. 8icuiendo
s 10 mitosis (¥), se presents uns etaps de creciniento (o‘),
desvubc une fane 4» nintesia (8) v finalmente mma sepunda —-
etaps de crecimiento (G2). En o) caso de ls ¢iferenciscidn -

normal, las chlulas se detienen en la etapa G, (2,A).

INTTPACCIOR, GFNPTICA Y FETARCLISYO DE CELMLAS 28 CULTIVC. -
Adembe de¢ 18 inhidicién por contecto an muchas células, por-
s jenplo fibroblastos, las célules ~n cultivo presentar fend-
eenoe de reconocisicntc 7 adherencia. Tembibn se vertficam -

fenbdmenos inductivos, tento homotivicos comp heterctivicos.
(3.

Aparentements, ol cariotipo se mantiene estable on liness

celulares prirariac, rero sa modifica en afi=ero ¥ rorfolorie

cromoeb=ica an lap lineas e~toMecidan (1,7,37). A veces se
orementgn mutentes an lo= cultivos (2M,21),

F1 mntatclismo 1e cBlulnp on cultivo eo en general si=ilar

2] de lar cblu'as in nitu rn animales (>,6). En brtec, lo0c ca

ninos ennrrhtionn ohr imrortartes an &Y metahnliaro de carho-

hidratos mor 1a rFlicélisic v &) ~iclo de “rebs, ¥ sor funda--
nentaleanta Lrusles on cblulan an cultivo. Fn acamicnes ertas
células vresentan wn auzento 4=~ hcide lhetico y kcidom catd—e
nicon en ~] =edic (1), R¢ orenenta *redidn un =arcade afecto-

Pertwir (%7,

Tantre del mrtrho 19m0 'n protoinss, se conocen unos




12 aminokcidos escencisles(2). Los restantes se sintetd

por transsninecifn, desaminacifém hidrolitica o desa=inacifmn

oxidative. Algunas células no pueden usar proteinas em el -
sedin, vor falta do enzimas proteoliticas (4). Ls sinteais
de 14pidos 1o realizan las célules s partir de prec-reores
sencillos, como el acetato (?). Lo mismo sucede con los k-

c1dos nucleicos, aunauo s estos se nroveen en &1 nmedio son

uveadoc oreferoncialmente (1,4).

AVPITRTE Y VEDICS PF CULTIYC DT *AS ZWLULAS. A continuacidn
so0 describen los princiveles factores grhbientales oue afec-
tan s loz cultivoc celulares (1,4).

1- Temperstura, S0 uan uns temparatnre 4e emtre %7 v 38.¢ ©
€. para chlulap de =ani’eros. Wey noca suporvivencia vor -
~ncimo da ente valor, pero por debajo 4de §1 1os chlules re
sirten 20jor. 31 nr Yas afinde un srente =rotector sueden -

sobrovivir a tenveraturar =uy Sajas vor t:sapo indefinido.

2- Preribn rambtice. A *°° T, entre £ v " atm, Ueth detera

2inads bhnicamento mor sslos y secundariamente vor Tclécu-
lar cono 1a flcoom. Lar chlular vare-:n resistir Ster cam-
binn 40l orden del 10, mnwra trdo ai son leator.

3= P'. Se ul.lizg c~rca da Ya reutralidad. T2 ren~o de su-

pervivencia en ontre ¢ .0 v 7.°, M Eutimo me £itla entre --

72y 7k

§- lones inorghnicos. Adealbn de 1ne {-vo'“rrados en la pre-

818n otwdt ca y o1 n', 4artacen: ¥ab T; %8 F7 Fe o' POT
80,



S5- Metabolitos. a) Escenciales; cabohidratos, gases disuel-
tos, sxinoficidos, vitaminas, proteinas, péptidos. b) Suple-

-t dnokcidos, vi -t

mucledtidos, -
phptidos, metadolitos intermediarios.

6~ Eormonas y otros factores especificos.

7- Matrizs de crecimiento. Los sustratos son Mdimensionales
o btlen hsy crecimiento on suspensién, ys aue en célvles i-
Yitro mo hay fuerzas de orientaciém.

Los medios de cultivo proveen las condiciones fiaicas -
para las cdlulas, como pE, presién ommbtica,etc. AMdembs pco
porcionan lap sustencias ouimicas requeridas vor las células
¥y que &stes nc puoden intetizer. Yvisten 30cios maturules.
cOR0C muero, plasas, culégena y stros extractos de tejidos.-
Existen ademhs nrdico artificisies © 40’inidos, aue son muks

tt1les en ostullion ena’iticos ¥ 3 '@ an pueden clasificar, se
rhe cu fapcd/in-

1= Nedios esenciales psrs suvarvivencia ir-ediata.

2- Median arnnniateg mors ~reci=ilento ini fimido.

3- Yedinp gaencialen para nupe-vivem-ia prolongada.
b= Medios esencialen para fuclo.non ec~ociales.

Ph el cultivn de Yineams colularas es nsual la combizacién
do medion ainthticos con medine raturales, por sjemplo wedios
egencisles adicinnados con suerc en proporciomee variadlee. -
En la literstura eximten wultitud de estudgos relacicasdos -
con wedion de cultive ( 1, %, 34,).



CULTIVO DE LINEAS LEUCIMICAS COF PROPIEDADES DE MACROPAGOS.
Recientemente se ha logrado el cultivo dec linocas leucémicas
in vitro, tanto en medior de cultivo 2acivo cOMO en medios -
senisblidos(h,20). Yuchas de éstas 1ineas se asemejan » me-

orbfaros en su oorfoloris y fisioloris.

1no macréfarcs s~ clrnifican con base en sus actividades

7Y que en relacién s su origen celular. En condiciomes mop
salos se localizan en bazo, nédulos, exudados peritoneales,
y nbduls 6s8%a. Lar ceracteristicas de bntar -61-las son la
ndterencia y 1» fagrcitosin, adeshs de que actlian no espec{
ficazente en )a rospucsta inmune (38). lerde ente dunto de -
vi-te gu funcibén eo; a) actuar comc intereeiarios pars el -
procesade inmunoidrico de artigennn narticulares, ®) actuar
como cblulan ofectoras an nrocesor 4~ im=un‘dn. =ediada por
chlulas, ¥y ¢) actusr cows dlancom de producios crieinados -
en chlulas !1nf0tdap irtoractnantes. (20,

Las 1incor ~alulorea de tipo macrifarc F{finven on ‘or—s

variadn de 1n: ~a~r/fa~.c = ~aalen. om0 ar 1 casc do ot-as

l1inoar ratatlncid g, *truen aloar imdicans ze duplicacinn y -

un “fimerc cromondsi ¢ altawade (3°). Kl rrai~ e di‘erencie
cthn arc pres~ntan os varta“le. A continuacidn ~e muestran -
alrunan “o lac cara-t~rir*icae 4e linean cn» proniedazec =a-

crofarns, (To*ls V) @



TARLA | PROPIEDADES GENERALES DE LIWEAS TIPO MACROTAGO (f)

»
Lines procedencia etiologia Igwosdmala). Pagocitosie (y) WX (c)
L[]

38801 oBa/2 Aoedte - .
I77%% c Aceite . - Y
P05-1.8 ¢© Bxp (0) - . o
RA¥264 cxc.» Yiral A . .
o c virm - . B.P.(e)

a Sintesis de lydozima y secrecién predosinaste (52)
b Yagocitosis do Zimosan y Xhtex. (52)

¢ Constitutivo  inducido cox emdotoximas.

@ ¢ xpoaténes.

o N o prodede anteriormente.

f Sordn referencia ey,




PUDIYES INDUCTORAS DE LA DIFERENCIACION CELULAR. Bn @1 —
tudio de 1a b sis oo hs 1

igado con smplitud
1a formacién de colomiasc do granulocitos y/o =acréfagos -
a partir de tejidos hematopoybticos de mamifor:zs en agar -
¥ mwedio semisblido (3,7,%,39). Estes células requieren -
1a presencia de uns sustancia induct~.re comocida en 1la li-
terstura como "olony Stimulating Factor, (€& (9,10,11,24,
46), Colony Stimulating Activity, £Ss) (8,%1,33), Macro——
phage and Cramulocyte Inducer (GI) (15,12,19) y aque proda-
blemente tione rolacion estrechs con el llamado Pacropha~
ge Orowt: Pactor, MGF (24). "sts sustancis inductora, que
en adelantn 'lazaresos MC], cs indisper.aable pare la dife
ronciacibn in vitrp, ¥ me cree oue jueran el papel de re-
gulador ficioldgico in vivo, tanto en enimales comO en el
hombre (8).

PRODUCCION DE MGI. Los Jiferentes fuentes Zo ¥GIs go suma-
rizan an )a tadla 2. S2 “a otilirade frec.-ntemente medic -
condicionado 4n fi5rnhiantn~ embr=ionslsnn (42), c-plantes --
primarion de tejiidos (%,21,39), 0 1in-as calulares eatadle-
ctdas (%%). W pgenoral lou fitroblarmtnv, comc células nrisa
rian o comn linoar colularse estatlaciians, proveen ias me—
joren y man convenicentes fuyenter 4de VAl en medios cordicio-
nadgs (24). Se han rea'izrd. ‘rxtraccisnes™directas en Su--
chos tejidon 3e raténm pare revelar actividad de VOl erdbee-
Be, ontre cllos:tiso, nbdula Sses, bazo, birado, pulméa, ce
Tebro tenticu'ns.(42), encontrando a-tividad diferenciado-

Trs marrinal o no enconirandc ninruns en sbsoluto. En cone---



TANLA 2. FUDNTES DR OBYENCION DE MOI

¥EVTIO COWDICIOA®ADO FYIRACTOS TTEUI ARVS CTOAS POTES

Fibroblastos embrionales (L1) Olhndule salival (42) Saerc normal (a4)

Pidroblastos transformados 1840 sdulto (9,43)

Suero con endotoxisas (26,
por SVAO (”.k!) A6)

Bazo (420
Pitrotlastos transforusdos Suerc leucksico (Ak)
exponténecs Utero rrévido (a7
Orina hwnans (2%)
Células do rifén (24) Pulmbn (42
Orina wurins (4%
Pulsdn de retones (24) Placents (24)

u-u:g:n- ritogeno-estisxls~ Vomdrens fetal (24)
doe (9

Tlolde sncitico (24)
Leucocitor de sanrre verife—

rica(2h) "ridado veritoneal
vacréfaros peritanesles (8) t20)
Células 313 (20)
Celvlas L (28)
Placenta husara

Cllulee de Bano dn ratén -
Bitéreno-antinuladen

Célules turorales noncciticas
homsnss (27,3%)

~8lulas tumoraler m~neciticas
wurinsn (3%)

Célulan tuvorsles ~ielomonn-
citicas




traste, Sheridan ¢) s (9,11) encontraron cantidsdes extrai
bles de MOI ex glindnla subtmaxilar do ratones machos, pul-
uén, timo, rifion, nédulos linfhticos, pancreas y mbdula —
bsea; pero encontraron fuentes pobres de VAl em cerebro, -
corazém, intestino delgado, testiculos, m(sculo esousléti-
€0, sangre entera y suero normal. Bradley ot a] (42), moe-
traron que el pulsmbn, Gitero, placenta, sembranas fetales,
susculo esquelbtico, corszbn y vegigs, sostraben niveles -
altos de MOT mientras aue cerodro, glhndule salival, hige-
do, rifién adulto, testiculos, piel, timo, bazo 0 gléndulas
adrenales casi no tenfan activided diferenciadora.

1 suero de ratones ha mostrsdo activided diferenciado-
ra bajo ciertas condiciones (43), También se he demostra—
do 1a presencia de MNI en suero humano, tanto en individuoe
normales como leucémicos (44). Otre fuente potente de MOT
es 1s orins de ratén (49) y 1a humans (23). Esta @ltima -
ha sido usada para la estizulacién de cultiwvos de wbdula -
6sea de ratén. Tamdién lon leucocitos de sanrre periféri-
ca puerdan producir MAI (30,31).

Otre fuente importante de VNI dosarrollada 6]timamente
o9 o] modio condicionado rrovenionte de 1ienas celulares
tunorales humanas (27) y murinas (33). La tadla 3 wues-—-
tra la produccidn de MOI por varias de eatas lineas.

Una de las fuentes whs imvortantes de P1T resulte de-
1a activacidn con endotoxinas de tejidos o chiulas (26,
46), Zate as @) caso do suerc de ratém (26), rul-ones --
(11), célulan veritonmaren(B), 1infoc 1ton (9). "ntrs -.

las endotoyinas de encuentran 1oa lipopolisschridos de -
bacterias Arawn-nerativas. 1a inyeccion 4o crte cono™tda

3



TAPLA 3 PRODUCCION EYPOSTANEA E INDFCIDA DE MGI POR
LINEAS CELVLARES TOMORALES (a)

Limea Celular Pudl:zs: de NOY Prodvciifn de vrT
Exponf ) con LPS (¢)
Mielomomociticas
wer-3 2128 10
Macrbfegas
PO5-1.8
P388D1
I77%
RARRG Y
Vastocitonas
P81% ]
Vesoteliomas
BALTRAS201 68 2
Fibrosarconas
1929 96 2
Fidrodlastos medulares
JLEV9 160
JLSV9-RLY 170
Linfomas-7
2
849
RRL~S
1798
F22.W0-2
RALEWILS
BE3IN?

co0oo0o
23N

(-]

ococo0oo0n e °
5> o000 0.0

ooeryTiTg



Produccion do ¥aT
») cos 1PS (c)
Mielonss
| ] o ()
WoPc315 [ 0
Lisfones
m-~3 1% ¢ 16 126
11210 % 2 92
» [ ”
RAY309.1 [} [
C1498 o °
ALY 0 '
amm2 0 o

s Segln Ralph,Broxmeyer, Nelcols, Moore, Wakoine (33)

teo;m..nrmsxw“ennlu«m.mhmﬁnuﬁp
suladas por .1 81 do eobrenadante de 1las Iineas celulares,es
1 81 do cultivos en egar. 1gs cultivas de lineas onlulared -
fueron iniciados con 2 X 10° células/iil, oglectando los eobdre
nadantes cuando 108 cultivos slcansaben 10° cflulas/ml. ¥
nfmero do colonias es la sedia mad/mence el error stamdard.

e l:x-l do BPS, incubado con las lineas celulares por 3 dias
la

ucdén gontrol con endotoxina mo tuvo efecto sobre las -
cblulas de mbdula bsea.

"



como LPS produce una smplis variedad de efectos farmacolf-
gicos y téxicos en muchos tejidos y son de interés ya aue -

q e rridos

clertas 4 tacte
rianas (17), demks do evocar la producciém de anticuerpos
especificos (37). .

Tos estudios quimicos de LPS derivados de Sglmonells, -
Bacherichis y Shisnlla entre otros, han proporcicnado la -
estructura detallads de estos compusstos, revelsmdo la pose
ei6n de uns regibs polisacérids formada con los antigencs -
O-especificos 3 ol "nlicleo” y uns regifim 1ipidica llemeds -
1ipido A. (53).

Los granulocitos noutrbfilor y monocitos estén involucrs-
dos en la resistencia contra infecciénes, y en consscusncia
se han hecho estudios sobre el efecto de 12 endotoxina en -
ol nivel y actividad proliferativa de las podlaciones precur
soras de granulocitos y macréfegos, Yy se hs visto que produ-
cen une olevacién en los nhveles de MAY (10,17).

Adembo de la elevacifm de los niveles de 1'GI “or inyeo~-
ci6n de LPB, se ha encontrado una elovacién sisi‘ar en los
cultivos in vitro (R,9,10). " 1ineas leuctwicos =ieloldes,
la incubacién con LPS induce 1a diferenciaciln de éstas cé-
lulas hacia granulocitos, diferenciecidn aue va acompafiada
de una aecrecidn eleveda de VYOI (22,33). %n la tsdla 3 ss -

tueotra el efecto de la imcubacidn de 1ineas tumorales con

LPS nrobre s' produccidn de ¥OI,

PURIFICACIO™ Y CAPACTRRIBACIO™ "™ 17I, BEste factor hs sido
parcisimente purificedo y caracterizado pars muchas do las -

fuenten antep dencritas, Sin emdareo ¢l proceso de puifice-

"%



eiln ds la molécula ha presentado dificultades dehido s su-
apar 1dad en peso molecular y propiedades —-

quinicas (2,27,28,29). S¢ ha sefialado que es positle que —
»e Tequieran diferentes Mdls pers la formacibn de varias --
subpotiacionss de célules hemstopoyéticas, existisado yor -
wna parte aquellas que tisnen mna respussts arita-tica coa-
respecto a la dowis y que B 1s el

ds colomias
de macrofagos]y viras coz una respussta logaritmica, esti—

mulando ¢l crecimiento do grammlocitos neutréfilos y macrd-

fagos ‘ ). 8in embargo, se ha sugarido recientemsate (4h)-

qus em reslidad ¢l estiaulador es finico y que la diferwnte-

respussta esth en fancién de 1ls dosis.

WETOD0S DE PURIVICACION. Se hsn utilizado procedimisntos de-
diflisds, 1i0filizacidn y evaporacifn en vacil «in pérdids -
aparente de actividad de) MOI (23,31). Se ba encontrado in—
cluso (29) que la respuesta del medio condicionado ammenta -
despusa de 1a diklisis debido a 1la eliminaciln ds sustancias
inhibitorias.

La filtracidn con geles ha sido usada tanto para carecte-
risar como pars purificar medios condicionsdos conteniemto -
A (21,23,27,28,29,31,43). La cromatografia de intercambio
16xico ha demostrado tamdién su utilidad para la purifica—
cidn de MOT (23,29,31,47) aumaue e pico de activided bio—
18gica tiende a ser amplioc y la ransncia de actividad baja-
(29).

Casi todos los estudics, con diversas técaicas, revelan -

la presencia de wvariss protei diferenci

a8, con pesos



molecularns nuy diatintos, varisndo donda lcn muy hojos,
1300 Taltones (49) y 7NO0 (2%) ho<ts

‘0
pescc mayorar de 100
000 Neltonmes (21,51).

Motoynrhd o* ol (°%), nu'i."enm! MA1 4de orina b-~ans ¢ r
un poso molacon) nr srnarante de AO D00 & LS 000 Le)tor<n. lar-
dau y Sache (4)) han ourificsco VAT de uns )ines clcoada da
fibroblentos “e ratén, niendo el Do wolecular de ru = te-
rial de 70 00D Doltons. "n Deso de 7% ND) Daltons fué - hta-
nido por ¥atson y Picherd (50) e partir do la 14ines tuvors}
JLS-V5. Por su parts, Burguess(47) ke purificado medic de -
pulndn de retén con un vesc resultante da 30 ONO "mltors. -
Pojo (51), utilizendo medio condicionado de pulmbn hwmanc -
reports después de la filtrecibn con lantadex dos pesos -——
diatintos, do 200 000 "slton Yy de 4O 000 Del%ones

HYay que aclarar que 108 altos pesos moleculares oue al—
gUNOS sutores revorten pueden detarse 8 aue dicros valores
se han obtenido e partir de la filtracién con peles, cando
cono renu)tado prorsracionas i=purss »''e nerecene ._tar uni-
der no covalerte=ente a prctefnas contaminantes (29) lo ~we
conduce a une olavacidn ensrer‘e de ) pesc soleculr-,

Lan vropiedades auiricen de 1os niri®icadra narcisles -
tantibn parecer mer ~ifarantes (23,29 ,2¢,%1),. Butan *!‘e--
rencian oiueden deborge tantc s “iferemnciam ‘unciove’er comr
® -ond'~fonan ‘=n<ccugdar de cu'tivn (29,

PRV P mIVRe, W epteiecave 4
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sa nhs general para la cosprensién de 10s procegos de la re-
gulacién de la diferenciacién celular.

Uno de los aspectos shs i=portantes ez estos ectudios es
ls posidilidad de comprender y controlar les altersciocnea -
que sufren lan célulss en la carcinorinesis. Er experi-eninp
reslizedos con leucemis do rotén, en ume linea de célulae --
mielodlhsticas mantenida en cultivo, se oncontraron dos *i-
pon de clones (18). Tno de ellos pudo oor inducido a 'a 1:if¢
renciacibén norma) con VA, rientram n'ie el ~trc 710 VI per
inducido a diferenciarse. A~bom clones oran leucémicor en -
ratén, B clér que 8i podis oer inducido a 4iferenciarse ---

dab~ colonias 4e macrd%aron v rranulocitog, tanto er ~u)
700 sozisdlodos como on ~ultivrg masivos (7). Lo3 rFrrail~ci-
tos coasistian ap chlu'ap ar todam lam rtavns 4c 21fasanrin-
ciér. kacia granulocitos noutréfilcs. “omo an el caso der la -
diforenciaciép do células norsalen, ) n macréfaos v rrasule
citon dejaban de reproducirge, "o aprecia ue ol VOl suoie -

a6r utilizade e o) tratanientc de ciertar “eucenian, va rag

Per inyeccién del miamo o incrementanic ©: fuente an fcera -

con ondotoxinan. (4f).

Se ha domontrado tarbibn que 1am 1ineas leuckeicas 4= vi-
tro producen en ciertap condicicnes cantidader apreciabler -
de MOI (33), Es de desearse n'e oata produccién se a=slie --

tanto para el estudic de la wmolécula como para ou positle --
aplicacién torapdutica,



TRES. OBJETIVOS

Segun se ha descrito en los antecedentes, las lineas —
leucémicas pueden producir MGI bajo clertas condiciones, -
ontre las que destacan ls estimulaciém con lipopoliaachri-
dos, Sobre estss bases ze plantean pera este tradajo los -
siguientes objetivos:

A) Deterwiner las coadiciones 4ptimas de producciébn de —

Al por 1ineas leucéricas sieloldes de rstén tocuhindolas
con 1ipopolisachridos Ze Salmonelle typhosa.

B) Purificacién y caracterizacion del YT nrodueido sertn

las condiciones Sptimes.

0



CUATRO . PATERIALES
Y ¥YeTO0DOS

Para el cumpliz=iento de 108 Obi~tivom nlantesdos er as-
te trabajo, se elaboraror 10s siguientes pamcs 8420401671

cos (ver tamtibn table pid:

1~ Manteririento de lea liness 774 y WVRI¥ .1 en c1ltive ma

nivo v o2 agar seerinblido en condicicnes scéptiram y alasce

fnsje de las =iamar en ccn

?2- boterzinacién 4~ condiconns S0timAam dn nvotu cibdr de w7I

incluyendo lines mhn eficiente, dosir 8Dtima 3e LPS, conds-

cionos y recivionter de incubscidn, tcncantraziér ce cdlue-
lar, Cuantifige-14n de "1 por hioemsaycs »n .blulso de eb-
dula Soea de ratén.

3= Aelamiento y purificacidn del =atearisl procicido er com-
diciones Ontimam nor medin de diflieis, concentracise CoB -
sulfato de a=onio, cromatorrafia 2¢ intercarbin 1inica, ule
trafiltracidn y ultracentrifugacién en fradientes de sacaro
sa. Deterninaciép del mnese melecular de 1s proteina inducto-
ra.

U
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CELULAS. Se utilizaron 2 liness de células leucémicas; la
15nea WRIGK,1 mielolde, de etioloris viral, fasocitica y -
secretors de lizozima (33,%2), proporcionsds por el Dr, —-
Jay Unkeless, de Rockefeller fimiv. ¥.Y, Y 1s 1inoa J77 ,-
wieloide, transforusda pcr sceite, farocitics, secretors -
de Ylzozima, sin sctividad axprathoas 1a MPT rero cor actt
v1ded inducidas por LPS (%3,52), ercprr-isnade por lo Dra.-

Ora Roaen, de! Altert Einstaein Crllare 57 Wadicipe. V. Y.-

A=bag 'insan se encuentren as ~1 catblors de) 7Ta') Mgerie

bution Corter, Salx Izstituta, P.C.Box 14C*, Sen Nero 42°
12, Cel.

LTLTIVO DE CELMLAS. Lar  #luies nr =en‘uvieron en ‘nco“y-

Aova a teaparaturs do 579, ecz huee e ernstamte a varie
de rocfo v une atzbafera de 10% <0 €0, Sr n2ilizd medic -
de cultive Parles (Cat. "IR0 477-2100) crn talCy, amrivie
ticos (penicilina 100 "IN, sgtreptraicins 100 ncg/el). M
vedio prapsrado se siusta™a a8 Un P de T.> ¥y a- Piitrghy -
entérilmente con filtros Villipnre .. - =tcras de dibmer=
de voro) ¥y ne 1e hacian pruedas 4e raterilidad. B =ecéddc -
estéril so Punrdats en reciplontea de vidrie a 27 €. Antes
de usarse se calentsbe a 37°C. Paro cultive we atadie mue-
ro fetal 10X {Frtnl Cal’ Samm, NIRY') praviamecte denmecty
vado (30 winutonm & s&"c). almagsnado & -20°€ ¥y calentaedr -

a 3°°C anten da =ezclarne.

F! trahain de aendrado se efoctua®s en ca=pana erthril

de fluto Ya=inar. loe recinientes utilissdon ersn platos-

23



Potri desochables de 60 X 1S mm. B do se realisalls

medignte pipetas, bombillas y cristalsria previazente este
rilizadas en antoclave. Se ttilizaba un microscopio iaver-
t41do para obsorvacién y determinacién del estado de los --
ocultivos.

CULTIVO BY AGAR. Para sesbrar en agar ee utilizaban cajas
potri de vidrio (pyrex 60 X15 sm). Se sembrabmn 5 al de -
medioc en las siguientes proporciones;

muero fotal..cccecccecc.t ml
sedio eagles ¢+ chlulas..2
agar Al 2.Fecoioasocoeel
medio eagles doble......!

£l sgar se solubilizaba y esterilizaba en sutoclave, mante—
ziendose & S0°C. hasts usarse. Ss mezclabs el medio doble cm
el suero, se afladia agar y finalmente ol medic con cfl-las »
una concentracién de plato ds 10’ chlules. Se eembtradbe dojan
do golificar 20 minutos y se guardaba ez incubsdora em las -

sismap condiciones del cultivo masivo.

DETRRMINACION DE CYRVAS DE CRECIMNIRNYO DE LAS LINRAS LEGUCE--
¥IOAS, Se assbraron diez cajas petri desechables de 60 IS w
& una concentracién de 5 X 10" células leucémicas/ml. s. to-
saron dos cajas cada 24 hs, ssparando las cllules de la supe
ficio del pplato con ayuda de un sendarmes, pipetesndo varias
veces para homogensizar y contando en hemocitémetro. Este --
experiuento so realiszd por 1o menos dos veces para cada 1i--
Bnea, eh platos por duplicado. .

CONGFLACION. Las cdlulas leucénicar se nantenisn en conge—
lacién dentro do tubos pléstices de 2ml con 1 1 de medio

kL)



Bagles ¢+ 10 % de Dimetileulféxido (D30). Ea cade tuto se -
colécaden w‘ ecllules previssente tradas yor

fugaciém. Los tebos se conservaban en refrigerador de wl--
tradejas temperaturas a -90°C. Pars comprotar el estads de
1as células se umnal:ab- dos de los tutos a las 24 hm,
Tesuspendiendose en medio Eagles fresco e incublndolas. 81
las chlules presentaban aspsoto y crecimiento aorsales, ¢l
resto de 10s tubos W pusabs s recipientes de mitrégeso --
14quido, volviendose s comprobar su estado a las 24 4s.

DETERMINACION DE CONDICIONES OPTIVAS IE PRODUCCION DE Kal.
Se utildd

iones de .1, 1, 10 ¥y 100 meg/al de

Lipopolisachridos de Salmonells ~Yypboss (DIFCO) en solu-
¢i6n smortiguadora de fonfatos (PBS).

ENSAYO DB MGI. La prosencia de NGI se d-n.uhb por la pro-
duceidn de colonias de gramulocitos y macrifagos a partir -
de precursores de midula Saea femoral de ratén essbrados en
agar, siguiendo eate proo-edimientos

1= Coloectar y centrifugar ¢l medio condicicnado. Guardar -
o1 sobrensdante a -20°C. hasta o monento de probdarse.

2- Sacrificar ratones "“iatsrd de 4 a 6 semanas de edad po
dislocacién cefalo-madular. Nhsocar y extrasr los fimures -
en forma estiril, colocandolos en MBS

3= fn la campana estiril limpisr los fémures de tejido cir-
cundante, perforarlom en 10s extreaos coa jerings de t ml.
3= Lavar las cllulas de 1a mbdula aplicendo PPS por umo de

109 extrenos con la jeringa. “apotir 1s overacidn verias --
vecas,

a



S- Centrifucsr las chlulaz colectad r der ~n nedic

Earles fresco. Contar las células en hemocitbmetro.

f- Diluir o concentrar, segun ses necesario, hasta obte—

Der una cantidad de células tal que dem 10° células en la

bicapa.

7- Sembrar en bicaps; colocsr 3 ml por plato em las propor
ciones detalladas en la parte de cultivo en agar, poniendo
1a muestra a prodar en lugar de nedio Eagles coa células.

8¢ deja gelificar y se colocan 2 ml de la segunda capa -

(suero .2 ml, medic esgles dodle .4 ml, agar .h ml, medio

sencillo con células 1 ml.)

CONTROL POSITIVO DE PRUEBAS DE MGI. K1 control positivo de

la sustancia diferenciadors se de rat 36 [

108 que se les aplicé 20 mcg de LPS en .2 ul de PES por —
via intr Los ani

les fueron sacrificados cinco -

horas despubs, extrayendoseles l1os pulmones para colocar--

108 en incubacién con 6 ml de medio Emgles. A las 48 ha ee

centrifugaba cada muestra probandose ls esterilidad del —

te y guardand

a -20°C. hasts el momento de wso

CONTROL NROATIVC DE PRTEBAS DE NGI. Como blabco de 108 —
bioensayos so utilied medio Eagles con LPS .

PURIFICACION Y CARACTERIZACTON ™7 WaT.

DIALISIS. Los medios condicionados fueron dializados en -
bolsas de diklieis (250-9U Sigma). La diAlisis mo reali--
=6 contra agua, PRS ¥ Amd (Mevck) of R.8 2% =~11imoler.

Rl periodo de dilligis fud de 96 he a temperatura de v’c.
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CROMATOORAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. Se utilizd una columna
X9/30)do 19 nl empacada con DEAZ-Celulosa (Dietil sminoetil
celmlosa ND-85A7 Sigma).La muestra dializada se eluyd con -
tris 25 smoler a pH de 8.5. Se utilizd un gradiente de elu-
cion de Nafl de cero a .3 moler. Las fraccifnes de elucibe
fueron leidas en espectrofotosetro a una abgorbancia a 21%

y 230 nn, Posteriormente se probaron para actividad de MOI.

CONCENTRACIUN POR PRECIPITACION CON SOLFATO DE AMCNIO. Des-
pubs de la primera cromstografia, ls porcidn con actividad
de MGY s concentrd mediante precipitaciée con sulfato de -
amonio (10 gr/20 Bl). Para elininar ¢! sulfato de smonio, -
la mucntra concentrada se dializd contra agus dursnte &8 --

he. en bolsas de diklisis (250-9" Sigma). Postariorsente --
se probd actividad de MrI,

CROMATCRAFIA EN "LTROGEL. Ls wucstra concentreda y dialie-
zada fub pasada por una columna 79/30 de 19 =) empacads ---
con ultrogel ACA 5S4 (para pesos molecularsas 57 000 - 20 ---
000, 1LKR), La elucibn se reslizd en tris 7% mmolar a un —--

pH de 7.7. Las porciones recoghdas fuoron leisas en absorban
cis a 21% y 280 na.

TLTRACYNTRIFUGACICY, B MOT de s coltmna de ultrogel fée -

sometido a ultracemtrifugacion utilizarndo gradientes de den
oidad de macarosa de % a 20 ¥ utilisando un formador de re-
dientea de 18 a 98%. Se ohtubleron soluciones lirite de sacy
rosa an t=ig 37.% mmolar de 2R y 97, W] u¥ fub de 7.7 ¥ la-
temverstura de h°c. La centrifugacidn se realish an une can.

trifure con rotsr S~ 80) durante 11 Saran 8 Of 000 .

"



ciIxco. RESULTADOS

CINBTICA DE CRECIMIRNTO DE LAS LINEAS LEUCBYICAS. Las grafi-
cas 1 ¥ 2 representan las curvas de crecimiento de las lines.
J776 3 VRI9M.1. Se puede spreciar qwe la velocidad ds creci-
miento es similar (comphrese 10s tiempos de dodlaje resvecti
vos). Existe, sin embargo, una diferencia notabdle ez las fa-
ses de retraso, y como resultado la lines YRIOV.! presents -
un crecimiento aparente mayor. Tembien se puede spreciar wn-
valor de K algo mayor.

EFECTO DEL LPS SOBRE LAS LIFNERAS LEVCEMICAS. Los criterios -
tomados para 1s elaboraciln de las tablas & se basan en el-
hecho de que lac endotoxinas provocan sayor sdherencis de -
uuchas lineas celulares y que estas adoptan forsas aler~a—
des, "« K LPS se afiadib en fase de retraso y em la par-
te de crocimiento logaritmico, con resultados similares.Se-
puede aprecisr en las te®lar 1a sdherencia progresiva de --
los céblules al aumentar 1a dosis de LPS, eobre todo on la -
1imia YM.1, Bn las dos 1ineas la dosis de 100 mcg/ml re-
sultd ligoramente téxica para las células.

Se aprecié tambien una progresiva acidificecidn del me-
d10 (amarilleamisnto de) indicador rojo femol) con respecto
al avaento de dosis de LPS. Tata a-1dificacién ne retrass -
al provear medio sin suvro, probablomete porque asi dntene-
%08 o) creci-ieto celular.

La cuantificacion del crecimiento celular en relecidn --

con 18 ‘c~is de LPS ge revresents on lae grificas 3 y &.
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Cowo ee aprecis en las grhficas 3 y 4, €1 cfecto de) LPS -

o9 notablemente distinto en las dos lineas. In la linea -
J77h el crecimiento es afectado mini

. BEn bdo en
1a 1inea WRION.1 1a tass de crecimiento es notablemente me
nor, y proporcional a la dosis. Esto puede ser interesante
desde o]l punto de vists de muestros objetivos, ya que «f -
las células detiemen su crecimiento, 1o energia metabdlica
podria ser diririda a la produccién y excrecién de sustan-
cies, entre ellas el ¥0I.

RELACION ENTRE PRODTCCION DE MGI Y DOSIS DE LPS. Se deter--
uind la cantidad de ¥"I producida por las liness J774 y WR
9¥..1 con dase en la produccién de colonias en agar al in-
cubar lor wedios condicionados con precursores de sbdule -
osea. La grhfica muestra esta produccids en relacibén con la
doeis de LPS y la incutacibn con y sin esuero. Se puede apre

ciar 10 miruiente:

1= La doois 2ha ofoctiva es de 10 mcg/ml de LPS en les Jos
14nean.
2- En anbos casos 1a produccién de NI con suero es mayor.
to o8 18rico sl ee piensa nuc con susro las céblulas sieuen
creciondo.
3= La 1fnea WR19¥.1 os productora exponthnea de una cantidad
pequefias de NNI. Tantien resulta la mis impulsads con ls adl
cidn de IPS. In 1inea J?774% no produce exvontineamente YOI y.
e1 1o produce con LPS (tal y como ee reporta en la referen-
cie 33) sunaue en menor centidad oue la otrs linea.

Detido 2 ove o) nGwe=o de célulaa varia seghn la dosis de

LP® y a In nresencia o ansencia de suero (como se sefisla en -
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ol pmto 2), ls grifics anterior no nos evidencia la pro—
duccién de WOI por chlula leucémica. Este problema so sob-
sana ez 1la gr&fice do produccibén de MOT coptrs nfmero de -
células leucémicas,(grhfica 6). Do esta se observa:
1- La produccién de NOI por embas 1ineas es mayor en wedio
ein suero.
2- La 14nea WRIGN.1 e ofin mbe ofectiva considerando pro--
ducecién de MGT por células.
3~ En la linea J774 1s wejor produccién por célula es coo
doois de 100 mcg/s1 de LPS, aunaue es siempre inferior a
1a linea WRIN.1.

Con base en 10s resultados se escogid ls Yinea WRIM.1
on incubacién sin suero con 10 mcg/ml de LPS.
ELECCION DE RECIPIENTE DE CULTIVO. Se¢ compararon tres -—-
tipos de platos de cultivo, midiendo produccién de YT en
las condiciénor ys seleccionadas. Los resultados se presen
tan en la grifice 7.

La mayor produccidn de MAl correspondid al wedio condi-
cionado de las cajan Falcon. Estas cajas poseen una super-
ficie tratada que aumenta la adherencia celular, 10 que su

Kiere una relacién entre adherencia y produccién de ™aI.

RELACION EFECTO-IOSIS. La grifica 8 relaciona le produc—
©16n de MOI con 1a cantided de ~ueetra splicads por cajs.
8o utilizd una centidad de muestra sudbptiva, de % ,

para evitar problemas de inhidiciém de crecimiento do. colo
nias.

3
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TAMLA 5 RESUVEN DE 14S CONDICIONES OPTIMAS DE PRO'BCCION DE
MO Y CONCENTRACION USADA PARA BIOENSAYOS

Linea deo mayor prodeccifs (a) mou.1

Dosis de LPS 10 scg/m1 ()

Rtmero 1aicial de célslas 3 X 10° ciivlas/ml

Prosediniento de imcsbacibn

48 hs. com smero, lavado, &8
he. ain suero (c)

Tpo de ipientes para incubacib

Platos Petri desechables Palcon

Concentracién usads pars b Subb

L4 % do (d)

a Medida por el sobremadante que produjo sks colonias ea amar. Iacluye
con y ain LPS,

® 8¢ refiere a 1a linea WRIN.), ave fub la seleccionsda.
¢ Ver la secoién de material y metodo.

d Pasada en la curva efeoto- dosie. La Sptima fub de 40 %.



PURIPICACICN Y CARACTFRIZACION DE YOI

DIALISIS. Pl medio comdiciopedo fub 4ializado coutrs arus

destilada a pP 7.0, contm.oolucién buffer da fosfatos (PPS)

s pH 7.2 y contra trie s off 8.5. Tinruno

de estos 1iocuidos produlo un nracicitedo imvortante, ni -
sumantéd 1s afhciencis do oroduccib» de VAI por ¢! dlalire
do significetivasente. Se 211716 trin por ser el eluyente
en 108 panos giruienten de crometozrafie.

CROVATONRAFIA OF INTFRCAMPIC IONIZC CON DEAB-CELTICSA. La
cantidad de proteina y la actividad de V71 de las fraccibnme
de orta croastorrafia se representan en la préfics 9.

£l pico meyor de proteins corresponde & le albf=ins del -

suero fetal, lo nue muestra aqu- e! mbtodn de lavado MO re-—

suave todo e) cuero y aue el "wedik sin suero™mo lo es tan——
to. Se obtuvo un ©0lo pico de actividad de *"I, correspon--

Adente a 70 m], nigmcn o0"e s¢ Ul mnron pars continner la pu-
rificacibn,

CONCRNTRACICN COX SUY PATC DF AMCWIC, La fraccidm de la cro-
satografia on NEAR- “eluloms (¥01,) ful concentrada 1%.% ve
cen por orecipitacién con sulfato de amonio y diali=s+a da-
ra eliminarlo. Tnn vor concentrado y dializado se =1416 aw-

ti7idad de ¥CI, ccanrohandoss nue esta no 86 alterd com #)
procediatento.

FPILYRACIC" OO0 MYPCAEL, La suertrs concentrada y die'‘re-
L1 (Vﬁ]h) t4 ~aoedn por la colurna d~ ultrorel ACA %4 L&

eluciln de 1n columne oe repremsnts en 1o prifica 10, tan~

to en canti a de rroteina no2c en sctividec de V0T,
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B esta grafica se sprecia de puevo un solo pico de acti-
vidad de MOI. Ests porcifn de .% ul fub comparads con umas
calibracién previa de la columns de ultrogel, bdbajos iden-
ticas condiciones, con proteinse de peso molecular cono--

cido; Hemoglobina, Ovoslbdémins y Cit C. La

c16n ds MOI, con 1s calitracién ee muestra en la rrhfica

10. Bl peso moluecular asi determinmado corresponde & ==
36 000 Delton””

“LYRACYNTRIFUGACION. Se tomd wums porcibén de 21 de las
fracciones eluidas en ultrogel y se sometid a ultracentrs
fugacién en gradientes de saceross en tris con soluciones
1{aite de 28 y %M. Se centrifugb 11 hs @ 295 000 g con uwn
stendard interno de hemoglobdins. Lam fraccionee obtenidad
fueron leidas en cuanto s ebmorbdancia a 430 am y a activd
dad de MGI, Grafica 12.

Conociendoss el cooficiente de sedimentacién (4.4) de -
ls Hemdprlobina, 1a fraceidn en ane se obtuvo (14) y la ==
fraceidn correspondiante al MAI,(9) ar calculd un coefiee
ciente de sedimentacién pars este Qltimo de 2.9. Si asw—
2im08 que se trata de woléculan eaféricas podemos calcule
®1 peso woleculsr segln 1a relscidn :.“‘ ‘_ﬁ-:.
dorde CD“- coeficiente do medimentacidn de 1s Hb, 4.4

m.u-cooticunto de sedinmentacién del MCI, 2.9
I’Hm w 64 000 Daltona

n‘-rh 34 000 Daltons el despejar la férwuls.
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SEIS. DISCUSION

-urente el proceso normml de di srsanciacién, las cblu-
1as wan adouiriendo las funciones especificas que las ce--
racterizan. En wuchas cflulas estas funciones incluyen la
producoién de MOI. En células neoplisicas, como 10 son -~
l1as lineas celulares anslizadas en este trabajo, este pro-

ceso de diferenciacién se hs detenido ¢z un punto determi-
nado, y de esto d derk que prod

o no clias M-
ferenciadoras.

Ta eriterio de diferenciaciém, ademhs de ls prodeccién -
de sustancias especificas, 1o puede constituir le rapidez -
de crecimiento y el cosportamiento de las céblules en culti-
vo. F1 crecimiento en cultivo masivo de las 1ineas J77% y -
WR19¥.1 oo eimilar en velocidsd (cowparense los :iempos de-
duplicacién en cads caso, grificas \ y 2). Existe en camMio
diferencis mayor on las feces de retrasc, stendo en la lines
J774 mayor.este periodo. 8in embargo, la diferencio entre -
las dos 1{neas em grande bajo el efecto de LPS. La 1inea --
WRIGV.\ es uks sensiMo a )o endotoxina, deteniendo su cre-
cinionto proporcionalasnte a 1a dosis y sumentando la eche-
oividad al susirato y 1a forma alarrada. Br la lines J774 -
1a responsividad al LP5 es niniwa (ver tadlas & y grifices
% ¥ 4).i31mifica oste resultado oue ln linea FRIGY.1 en -
nhs difarenciada? En condiciones normales (37 ) las chlules

reaponden o la accidn del LP3 produciendo clevadas cantida-

48



des de MGI. Sugiero que una linea d» mhs responsiva a las
endotoxinas puede producir meyorss niveles de MGI en condi
ciones in vitro. Esto puede axi mismo corresponder a una -
sayor adhesibén al sustrato, cuestibén awe serh discutidas --
posteriorsente.

PRODUCCION DE MOI. Durante este trabajo se cosprobd (graf.
%5 y 6). Que 1o 1inea J?74 po produce MGI exponthneamente,-
nero 1o produce al incubarsele con LPS. Esto coimcide com
1o reportado (33), aunque ¢l nivel producido em nuestro cs
80 o8 mhs bajo. Bsto puede atriduirse a ums transformaciéno
de 1la linea durante su transporte y cultivo o bdien a Jas -
condiciones propias de producciép de MUI. Em cuanto a la -
14nea WRI9M.}, se comprodd que produce NGl exponthnesmnente
y owe esta produccidn se incrementsa mediente la adicion de
LPS (graficas % y 6). No se encontrarcn diferencias de que
eota linea haya sido probada para produccién de FGI ante-—-
riormente.

Al respecto podemos suvoner gue la linea J774 fub dete—-
nida en eu cemino de diferonciacién  usto antes de que ad--
quiriera la capacidad de producir MOI, pero puede ser “empu
ihdavkacia 1a produceidn por medio de LPS, atin siendo ~oco -
aensidle a la endotoxina. En camdio, la 1inea WRIGN.\ babdria
sido tranaformada despubs de hader adquirido ls capacidad -
de producir POI, etendo mks swneille a ls» accilu de las endo
torinas, que incrementarian atn mas sus niveles de »GI. De -
o8to 8¢ concluye que demde o) punto de viate do produccién -
de MGI, ea mle convenienteo usar una linea que 10 produsca -

expontinoamente, ¢ incrementar 1s produceidn con endotoxinas.

o



Se observd adembs que la relacidnm dosis- producciém de MNGT
s proporcional hasts cierts dosis, decreciendo luego la -

produccién de proteina diferenciadora. Este decremento --
esth relacionsd

.2 te con la ‘tondm del LPS~--
(ver tabla 43 gréficas S y 6). La dosis Sptima en este ---
trabajo fub de 10 mcg/nl, para estimulacién de actividad

diferenciadors. En 1s 1iteraturs se reportan dosis esti--—
sulatorias ic vitro que van de .t mcg/el a 100 weg/ml (---

10, 24, 33), asunque hay oue aclerar que en este caso nos
interesabsa 1la dosis 6p

y 0o la wd ° ontia--
sulatorias. Sefslesmos tsubdén oue en la incubtacién e u---

111126 ¢]l siguiente procedieiento: incubacién de las linea
con LPS en presencis do suero, lavar el medic, imcubar 3 -
dias mas con LPS sin suero. Se observd que la segunda®pa--
a8t a® ora mis efectiva en produccién de MAI. Suponemos que
esto se debe & que en ausencis de suerc las células de---
tienen su crecimiento, y en el cambio metaddlico que esto -
implica nproducen y secretan vhs sustancias al medio, eatre
ellas, man MAOI,

Retomemos shors la suposicidn hecta anteriormente de ame
la-wayor adherencia a) sustrato colleva uns =ayor produc--«
ci8n de ¥OI, Se realiszaron prusbas de produccibén de WRGI com-
parando platos petri con suverficie tratada, platos de vidrs
y platos plhsticos oin superficie tratada. La adherencia --

celular o descendionto al orden mencionado, ¥ la produce-.

€16n de MOI Lemhién 10 es (ver Afica 7).Bste hecho auns- -

40 al resultado de aue 1a 1i{nea mas adherente y la dosis de

LPS ous =ayor edherencir nrovocan, nes hacen conclir aue ls



suposicién hecha es veridica.

PURIPICACION DE VOI. Fasts ¢l soaento no se ha reportsdo la
purificacién y ceracterizaciénm de MOI producido por uns 14-
oea leucimice estimulada con LPS. Do aqwi que resulte inte-
resante comparar 1os =8todts y resultados obtenidos en este
trabsip con purificacibnes de otras fuentes de MGIs.

Ls difliele hs s1dd utilizeda con exito (29) pars »1iimi
nar inhididores asociados frecuentemente a las wolbculas de
MNl, dando como rasultado uns sayor activided diferemciado-
re en 108 medios dinlizados. En este trabajo 1s dikligis «n
*varet -d-gvu_;vn no d16 este amsento de actividad Ge -
¥a?t, de donde concluimos ous no existen inhididores en ——
suestro preparado, © bien aue estos esthn unidos al VGI de
manera covalente. Podemos afirmar aoue la dilligis no fub -
significativa como paso de purificaciém.

La cromstografia de intercamdio iénico ha sido reportads
{29) como ur métedo 2s da ur pico de sctivida? Boldrica -
anplio ¥ quo la ganancia de actividad es baja. Dursnte este
tratajo ss obtuvn con DEAP-Celulosa un pico de actividad 2e
¥aT @(nico y bastante definido (ver grif. 9). Vis adelente -
digcutiremos coro podemos relscionar esto con nuestra fuente
de MOI. Esta thcnica reveld, por otra parte, la presencia de
cantidaden considerables do suerc del medic de cultivo, oue
8¢ pega & lao células ¢ al ratc de cultivo de modo que mo-
o8 ranovh'o por ol oroceso de lavado. Sugerizos utilizar --
previo ensayr otras formas de obtencidn del medio condiciona
do que {mplionen una rFayor “lirpiera™ de rroteinas contasinar

kes.
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21 la filtraciln con ultrogel se encontrd de muevo un
8010 pdco definido de sctividad de VAI. Este 3btodo bs -
aido emplianente utilizsdo pars la purificacifm de este
tipo de proteinss, 1la deterwinacié

de pesos wole
culares por 61 puede conducir a valores errémeos en pre-

paracRones ispuras (29). Bn este trabajo se obtuvo wn —
peso de 36 000 Deltones.

Se utilizd adesks otro sétodo para determimar ) peso
woleculer, 1o vltracentriforacién en sradientes de ssce-
rosa, obteniendo un valor para el Hﬂl, do 34 000 Dalto—
nes. E1 grado de aproximacién de este peso con el obtent
do por ultrogel s aceptable.

Dorante todo el proceso de purificacién se logrd wmn -
incremento de 26 veces en actividad dloldégica por mg de .
proteina. No se utilizaron otros criterios de puresa co-
20 la electroforesis, ya aue le cantidad de MAY es tan -
pequefia que 1 hace inviaidle s este tipo de técmicas.

Como s ha sefalado, sl nreso molecular obtenido em -
este tradsjo en del ranro de 34 000 y 36 OO0 Deltones.-
Este valor es siailar al revrortado por varios investiga-
dores, entre el110s ) de medio condicionsdo de pulmén de
ratén, 30 000 Daltones de Purrueas (47), el de Pojo (%1),
de 4LO 000 despubs de filtracién con Sephadex de medio -
de puledn husane o de 30 00O para inductores de granulo

citoa y macréfaron hunanos usando filtracida en reles,
(29).
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8in emargo, la ssyoria de 10s sutores scncionados, y ade-
nks otros que reportan pesos wuy distintos (27, 28) sefialan
l1a sparente presencis de varias p ‘] difer &

on 108 preparados. Ya hemos sefalado que en ¢l caso de esta
purificacién de MOI proveniente de 14iness leucimicas, se od
tuvieron siempre picos (nicos y definidos en las thcnicas -
de purificaciln. Suponemos quo esto se debe s que la produc-
cibén de NGI fue reslizada por un #0lo tipo celular, al tra-
tarse de uns lines celular clonada y por tanto, uniforme. -
Es posible que en el caso de VGls preparsdos a partir de te
Jidos, varias chblulas de tipos diferentes produzcan cads -

uno MOIs especificos y oue 10s velores coincidentes de FGI

raportados correspondan a células cowo las utilizadas pars
este trabdajo.

SUGERERCIAS, Del presente trabajo se la producciém masiva -
de VAT a nartir de lineas leucémicas incubadas con LPS es,
viadle, recomendandose o1 estudio de un nfmero sayor de -

14neas y utilizando aguolles aue prod nox &n

mente. F1 incromento de MNY tambidn puede lorrarse median-
te 1 produccibn de clones mhs activos a partir de las -—-
mismes lineas. Bs de desearas nue la produccibn de MGI se -
1leve a cabo ~- gdayor eschla, 10 oue permitiria e~ estudio

deteallado de este tipo de sustancies y su poxible aplica-
cién con fines terapbuticos

s
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