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1. RESUMEN

El Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) se obtiene del rompimiento de
linfocitos y su posterior dialisis, contiene moléculas con un peso molecular <10
kDa. Estos extractos son capaces de transferir la respuesta inmune celular
(RIC) de manera antigeno especifica, y estan compuestos por moléculas
antigeno independientes y antigeno dependientes. Dentro de los componentes
antigenos dependientes se encuentra el Factor de Transferencia (FT),
pequefias moléculas de naturaleza proteica con un PM de 3.5 a 5 KDa. Los
EDL’s han sido usados como compuestos inmunomoduladores en diversas
enfermedades, bacterianas, virales, fangicas, alérgicas; obteniéndose buenos
resultados y sin efectos adversos reportados. Hasta el momento no se conoce
con claridad el mecanismo de accion del EDL, sin embargo se sabe que es
capaz de estimular la produccién de IFN-y tanto in vitro como in vivo.

El Transferon® oral (Extracto Dializable de Leucocitos) proviene del
rompimiento del paquete de leucocitos de una unidad de sangre para donacion
seguida de un proceso de dialisis.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la secrecion de IFN-y en
cultivos de células Jurkat clone E6 estimulados con diversas concentraciones y
lotes del Extracto Dializable de Leucocitos (Transferon ® oral), asi como
examinar la reproducibilidad del efecto de la secrecion entre los lotes de
Transferon® evaluados.

De los resultados se observa que existe una induccidén en la secrecion
de IFN-y por células Jurkat clone E6 cuando éstas son tratadas con EDL oral,
sin embargo la respuesta en la secrecion de esta citocina no es de manera
dosis dependiente. Se determiné que el el 80 % de los lotes de EDL oral
evaluados son capaces de inducir la secrecién de IFN-y en células Jurkat clone
E6 a concentraciones de 100 ng/mL, 1 pg/mL y 10 pg/mL después de 72 horas
de tratamiento. Se determin6 que el limite de corte para aceptar que un lote
produce la secrecion de IFN-y es a partir de 10 pg/mL, la tercera parte de la

concentracion secretada por el control positivo, ConA.
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2. INTRODUCCION

2.1 EXTRACTO DIALIZABLE DE LEUCOCITOS

2.1.1 DEFINICION DEL EXTRACTO DIALIZABLE DE LEUCOCITOS

El EDL, conocido comunmente como Factor de Transferencia (aunque en el
estricto sentido de la palabra no son lo mismo, ya que el EDL dentro de sus
componentes incluye al FT, pero en el &mbito comercial se refiere al producto
indiscriminadamente con ambos conceptos) tiene la caracteristica de transferir
hipersensibilidad tardia antigeno — especifica (1), ademas de actuar como
regulador de la respuesta inmunoldgica (2). En un individuo, la capacidad de
producir FT esta genéticamente controlada, no asi la respuesta al mismo (3).

El producto de la dialisis leucocitaria es resistente a tratamientos con tripsina,
quimiotripsina ribonucleasa y desoxirribonucleasa (4) y sensible a tratamientos
con pronasa, proteinasa K, y carboxypeptidasa A, de tales hechos se deduce
que los componentes del EDL son polipéptidos (3).

Esta compuesto de mas de 200 moléculas altamente polares e hidrofilicas,
cuyo peso molecular oscila entre 1 y 10 kDa y pueden ser detectados a
longitudes de onda de 214nm (5). Las moléculas que transfieren la respuesta
especifica de antigeno tienen un peso molecular de 3.5 a 5 kDa y son llamados
FT especificos (6). Actualmente en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
se produce Extracto Dializable de Leucocitos que se comercializa como

Transferon ®.

Ciertamente algunos componentes del EDL poseen caracteristicas de
inmunoestimuladoras y otras funcionan como inmunosupresoras. Estos
extractos son capaces de transferir la respuesta inmune celular (RIC) de
manera antigeno especifica (7).

De manera general se ha divido a los componentes de los EDL’s en dos

fracciones principales:
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* La fraccion antigeno especifica o antigeno dependiente que corresponde a
moléculas de naturaleza peptidica con un PM de 3.5 a 5.0 kDa. En ella
encontramos los FT, los cuales han sido identificados quimicamente como
péptidos pequefios con capacidad de transferir DTH. Esta fraccion contiene
tedricamente una multitud de diferentes FTs que corresponden a la suma de
las experiencias inmunes del individuo de donde se ha obtenido el extracto.
Algunas moléculas comprendidas en este fraccidn ya han sido analizadas y

secuenciadas parcialmente en algunas especies (5) (8).

 La fraccidén antigeno inespecifica o antigeno independiente , comprendida
por moléculas por debajo de 3.5 y por arriba de 5.0 kDa en la cual encontramos
moléculas como prostaglandinas, nicotinamida, acido ascorbico, histamina,
hipoxantina, serotonina, factores de diferenciacion de linfocitos (timosina),
guimioatrayentes para monocitos y factores inmovilizadores de neutréfilo (9).
La fraccién por debajo de los 3.5 kDa fue definida por Gottlieb (10) como
IMREG, esta fraccion fue estudiada como inmunomoduladora en diversos
ensayos “in vitro” y se identifico dentro de ella una molécula inmunosupresora
de 1000 Da denominada LSF (de sus siglas en inglés lymphocytic supresor
factor) (8).

Estudios realizados sobre los FT, sugiere que este contiene estructuras de
péptido- oligorribonucledtido (cadenas cortas de RNA insertadas en pequefios
péptidos) (7).

El EDL usualmente es administrado por via oral, subcutanea o intramuscular,
siendo estas alternativas igualmente efectivas. Su aplicacion carece de efectos
secundarios indeseables y no es toxico. Para una accidn mas rapida se puede

administrar de forma intravenosa (7).

Estudios comparativos entre 5 diferentes vias de administracion demuestran
que los efectos del EDL son los mismos independientemente de la via utilizada
(11).

Ademas de transferir la respuesta inmune celular en forma especifica, el EDL
tiene efecto sobre los canales de calcio, estimulando el transporte de este ion

13



en algunas células, probablemente activando la respuesta en células del

sistema inmune (12).

Actualmente se produce EDL especifico contra diferentes antigenos
bacterianos (por ejemplo de Salmonella choleraesuis) y contra diversos
antigenos tumorales (13).

2.1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS EXTRACTOS DIALIZABLES
DE LEUCOCITOS

En 1942 Landstainer y Chase realizaron por primera vez la transferencia de la
respuesta inmune celular (RIC) de un animal inmune a otro no inmune,
empleando para ello cobayos sensibilizados con el Bacilo de Calmette y
Guerin, los leucocitos obtenidos de estos animales fueron inoculados en otro
animal no inmune, transfiiendo en éste Ultimo la inmunidad celular o
hipersensibilidad tardia (DTH) que presentaban los animales originales (14).

Posteriormente Lawrence demostrd que si estos leucocitos eran lisados, el
lisado mantenia la capacidad de transferir DTH, cabe mencionar que en
aguellos tiempos se creia que solo una molécula era la responsable de este

fendémeno y se le bautizé con el nombre de “Factor de Transferencia” (15).

Estudios posteriores en animales indicaron que la transferencia era mejor
cuando se realizaba entre donadores y receptores que tuvieran alguna relacion
singénica y solo cuando se usaban células intactas y vivas (14).

La transferencia antigeno especifica mediada por la inmunidad celular en
humanos fue demostrada inicialmente por Lawrence en 1949 (16), el utilizd
linfocitos viables intactos de un individuo que daba intradermorreaccion (ID)
positiva a la tuberculina y los transfiri6 a un individuo ID negativa a la
tuberculina, esto propicid que el individuo al ser retado con tuberculina diera
una ID positiva (7). En 1955, Lawrence y col. demostraron que la
hipersensibilidad cutanea tardia o DTH podia ser transferida utilizando
extractos solubles de leucocitos provenientes de 20 mililitros de sangre total.
En estos experimentos Lawrence utilizé lisados de leucocitos de donadores
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que presentaban DTH positivas a antigenos tales como la coccidiodina, el
toxoide diftérico, la proteina M del estreptococo y el PPD; en todos los casos
los receptores eran individuos con DTH negativas a estos antigenos, 24 horas
después de haber recibido el extracto soluble, los receptores eran capaces de
presentar reacciones de DTH positivas a los antigenos que eran reconocidos

por los donadores (15).

En 1961 Jensen y col. reportaron que era posible transferir la DTH a
tuberculina de un individuo inmune a otro no inmune, y posteriormente de este
a otro no inmune; por lo tanto la transferencia se podia hacer de manera
seriada (17), estos experimentos tenian la finalidad de demostrar que las

preparaciones de “Factor de Transferencia” estaban libres de antigeno.

Lawrence y sus colaboradores dieron a conocer que el EDL podia pasar a
través de una membrana de didlisis sin que este perdiera su actividad
bioldgica, en 1955 utilizaron un corte molecular de 20 kDa y en 1963 de 10
kDa, con estos experimentos se desechaba la idea de que el efecto biolégico
fuera causado por anticuerpos (el mas pequefio pesa alrededor de 150 kDa) lo
cual complico el entendimiento del mecanismo inmunoldgico involucrado en la
transferencia, ya que los cientificos no se podian explicar codmo moléculas tan
pequefias eran capaces de transferir RIC de manera antigeno especifica, en
ese momento Lawrence pensé que solo habia una sola especie molecular por
ello se le llamo Factor de Transferencia, hoy en dia sabemos que es un

conjunto de moléculas llamadas Extracto Dializado de Leucocitos EDL (18).

En 1970, Levin demostré que ciertos sindromes de inmunodeficiencias podian
reconstituirse utilizando EDL y que éste ademas de transferir la respuesta
inmune celular, conferia la capacidad de inducir la produccién de citocinas en
respuesta a antigenos especificos, asi como la resistencia a la infeccion en

padecimientos con una inmunidad deficiente de caracter genético (19).

En 1970 Lawrence observo que el EDL podia no solo transferir DTH sino que

ademas podia producir un tipo de reacciones mediadas por inmunidad celular;
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esta es la inhibicidon de migracion de macréfagos con un antigeno especifico en
varios estados de inmunodeficiencia (en pacientes con sindrome Wiskott-
Aldrich), la transferencia antigeno-especifico de CMI (Inmunidad mediada por
células) proporcionaba proteccion por un periodo de aproximadamente de 6
meses, paralelamente habia produccion de citocinas semejantes al factor de
inhibicion de migracion de macréfagos (MIF) y al factor de inhibicion de
migracion de leucocitos (LIF) por granulocitos. El término generalizado
“inhibicion de la migracion de leucocitos” fue adoptado porque el blanco de las
células era desconocido, el blanco de las células fue buscado mas tarde en los
granulocitos, el viejo termino LIF, fue desafortunadamente conservado. El EDL
puede transferir la habilidad para producir MIF y LIF antigeno-especifico de un
individuo normal quien transferia la habilidad a un individuo normal o enfermo
(20).

Desde los primeros experimentos de Landstainer y de Lawrence, se observaba
una relacion positiva entre la respuesta al antigeno por parte de donador, y la
transferencia de la respuesta al mismo antigeno en el receptor; esto hizo
suponer que la transferencia llevada a cabo por el “Factor de transferencia”
(FT) era antigeno especifica. Lo anterior es evidente en los experimentos de
Rapaport y Lawrence (21), donde se obtuvo EDL de un grupo de donadores
positivos a coccidioidina, procedentes de California donde este antigeno es
endémico; y se aplicé a un grupo de Neoyorquinos con respuestas de DTH
negativas a la coccidioidina; estos ultimos adquirieron una DTH positiva solo

hacia el antigeno al cual era positivo el donador.

Veinte afios después Borkowsky demuestra que los Factores de Transferencia
contenidos dentro de los extractos eran capaces de unirse especificamente al
antigeno que les daba origen, pero no asi a los anticuerpos contra el mismo

antigeno (22).

En 1979 Petersen y col. (23) desarrollaron un modelo murino, en el cual
estudiaron la respuesta celular antigeno especifica a través de la determinacién

de la transferencia de hipersensibilidad cutanea tardia (DTH), empleando EDL
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obtenido de esplenocitos de ratones sensibilizados con PPD, ferritina,
peroxidasa de rabano, entre otros, aplicandolo posteriormente a animales no
sensibilizados; después de 24 horas los animales presentaron DTH positiva
solo contra los antigenos con los cuales habia sido inmunizado el donador;
ademas emplearon como control negativo EDL obtenido de ratones no
inmunizados, y al aplicar este Ultimo a ratones no inmunizados estos no

presentaron DTH contra ninguno de los antigenos estudiados (23).

Kirkpatrick realiz6 un estudio de DTH, empleando antigenos sintéticos para
inmunizar ratones y obtener de estos EDL (3); al igual que en el trabajo de
Petersen, los animales solo presentaron una DTH positiva con el antigeno con

el cual el donador habia sido inmunizado.

Afos mas tarde Kirkpatrick confirmd los trabajos de Borbowsky donde se
demostraba que moléculas dentro del EDL eran capaces de unirse al mismo
antigeno empleado para inmunizar a los animales de donde se obtuvo el EDL,
es decir las moléculas de FT eran antigeno especificas. Kirkpatrick empled
EDL de ratones sensibilizados con ferritina, los cuales incubd sobre superficies
cubiertas con ferritina, al recuperar el sobrenadante éste perdia su capacidad
de transferir la DTH contra el antigeno; esta actividad podia ser recuperada si
se eluian de la superficie las moléculas de FT empleando urea 8M o acetonitrilo
(5). (24).

Por todo lo anterior, hoy en dia se sabe que la actividad antigeno dependiente
esta dada por una mezcla de moléculas “Factores de Transferencia”, los cuales
probablemente sean especificas para cada antigeno que haya visto el individuo

de donde se obtiene el extracto.

Estudios realizados por Kirkpatrick y grupos de la universidad de Leipzig de
Alemania, China y Rusia confirman que en el EDL existen sitios que son
constantes en las moléculas de Factor de Transferencia y sitios que son
hipervariables y se sugiere que los sitios hipervariables son antigeno-
especificos, se considera que cada Factor de transferencia tiene =45

aminoacidos, considerando una posible combinacion de los 20 aminoacidos
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estructurales de las proteinas, puede dar como resultados una innumerables
combinaciones en la composicién estructural de los Factores de Transferencia
en su estructura primaria, esto es una especificidad para cada antigeno que
existe en el repertorio inmunolégico normal. EI EDL por su modo de accion y su
tamafio molecular es posible distinguir 2 actividades: la primera no es
especifica e incrementa las actividades del sistema inmunolégico como un
adyuvante: la segunda es especifica y como su nombre lo indica, solo aumenta
la respuesta contra un antigeno determinado. Esto ultimo fue observado por
Lawrence y sus colaboradores en 1983 y recientemente se ha caracterizado
como un conjunto de polipéptidos con un peso molecular menor a 5 kDa, ésta
fraccion es la responsable de transmitir la inmunidad de un sujeto sano a uno

enfermo y obtener un efecto terapéutico importante (25).

2.1.3 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL
EXTRACTO DIALIZABLE DE LEUCOCITOS.

Hasta el dia de hoy la estructura de los EDL’s no se conoce totalmente, sin
embargo, diversos grupos de investigacion han tratado de caracterizarlos.
Baram y Mosko fueron los primeros investigadores que trataron de caracterizar
los componentes de los EDL, al fraccionar el EDL especifico para tuberculosis,
en columnas de celulosa, y a partir del cual obtuvieron fracciones capaces de
transferir sensibilidad a PPD en individuos no sensibilizados previamente (26).
Empleando filtracion en gel obtuvieron 2 fracciones capaces de transferir
sensibilidad a PPD, una de éstas no era dializable y eluia en la fraccion de las
gamma globulinas; mientras que la otra estaba compuesta por un
polinucledtido, en el cual se encontraban presentes adenina, guanina y
citocina.

Sin embargo, en 1967 Arala, Chavez y Heremans empleando una combinacion
de filtracion en gel y electroforesis de alto voltaje, describieron proteinas dentro
de las fracciones activas del extracto (27).

A partir de 1973 diversos grupos de trabajo comenzaron a usar cromatografia
de exclusién en Sephadex G-25. Neidhart y col separaron asi 6 fracciones de
EDL especifico para tuberculosis de 5 donadores diferentes; encontrando que
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la fraccion 4 era la que tenia mayor actividad (28). Kronh desarrollo estudios
similares de cromatografia; pero el encontr6 7 fracciones de las cuales 3
mostraban actividad biol6gica (29).

En 1976 Burger y col. publican 2 estudios sobre la caracterizacion de los EDL,;
en uno de los cuales reporta que obtuvieron 4 fracciones del EDL por
cromatografia con Sephadex G-25, en las cuales la primera tenia actividad
mitogénica, la tercera tenia la capacidad de transferir DTH y en la cuarta se
identificO nicotinamida, que actia como inmunosupresor (30). Trabajos
posteriores reportan las actividades enzimaticas sobre una fraccion, la cual
tenia actividad transfiriendo la inmunidad especifica (por DTH), en ésta fraccion
encontraron acidos nucleicos y proteinas; sin embargo la fraccion no perdia su
actividad cuando era tratada con DNasa y RNasa. (Tabla 1). Posteriormente la
sometieron al tratamiento con pronasa, proteinasa K y carboxipeptidasa A
encontrando que la actividad se eliminaba, con esta base dedujeron que las
moléculas conocidas como FT, responsables de la transferencia de inmunidad
especifica no eran acidos nucleicos o al menos estos no interferian en su
capacidad de transferir la inmunidad especifica, y que podia tratarse de
polipéptidos (31), (32).

Wilson, Welch y Fundeberg, publican en 1977 un andlisis en el cual
identificaron una fraccion activa de “factor de transferencia dializable humano”,
lo que hoy entendemos por EDL, de esta fraccion separaron dos subfracciones
de las cuales solo una transferia DTH en cobayos (20).

Borvak y Mayer realizan un fraccionamiento bioespecifico en el cual el EDL se
hace pasar por una columna de afinidad con m-aminofenil y acido borénico, y
posteriormente se mide la absorbancia en luz ultravioleta; con este
fraccionamiento se concentré material proteico y ademas este contenia purinas
y pirimidinas unidas a ribosa, por lo tanto los EDL’s podian ser polipéptidos
unidos a fracciones de cadenas cortas de RNA (33). El mismo grupo de trabajo
realiz6 una purificacion parcial de dos fracciones principales por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) demostrando la presencia de lisina, glicina,

serina y acido glutamico (34).
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A partir de 1992, Kirkpatrick y col. purificaron factor de transferencia especifico
(FTs), a partir de EDL obtenidos de ratones inmunizados con albumina de
huevo vy ferritina de caballo, por diferentes métodos como: afinidad al antigeno,
cromatografia de fase reversa y HPLC; analizando posteriormente por
electroforesis SDS-PAGE y ensayos in vivo para medir su actividad. Tras estos
trabajos la conclusion principal fue que los FT eran moléculas de bajo peso
molecular, 5 kDa aproximadamente, hidrofilicas y altamente polares (5).

Ademas el grupo de trabajo de Kirkpatrick, logro aislar y secuenciar dos
péptidos diferentes de manera consistente en EDL murino y bovino. La
secuencia que encontraron fue: MXLLYAQDLEDN y MXLLYAQDVEDN, ésta
secuencia se encontraba presente en todos los EDL analizados. Dichos
péptidos no eran capaces de transferir DTH, pero si de inhibirla si se
administraban con el FT; lo anterior hace suponer que dichos péptidos podrian
estar compitiendo con el sitio activo del FT en la célula blanco, y
probablemente corresponden a una parte del FT que se une a la célula de

manera especifica independientemente del antigeno (35).

FISICOQUIMICAS INMUNOLOGICAS
» Polipéptido con peso molecular de 5 » Tiene la capacidad de transfenr
Kilodaltones. (5) la hipersensibilidad retardada
~ Sensible a algunas enzimas como la ~ Es especifico de antigeno
carboxipeptidasa A y fosfodiesterasa | » Interactia con el antigeno
~ Resistente a las RNAsas, DNAsas, ~ no presenta antigenos de
fosfodiesterasa I, aminoleucina peptidasa. histocompatibilidad.
~ Moléculas hidrofilicas de alta polandad por ~ Estimula la produccion de
lo que es altamente soluble en agua y facil citocinas in vifro e in vivo en
de dializar. raton.
~ Se cree que su estructura esta formada por ~ Presenta un factor inductor y uno
pequefios péptidos unidos a un “supresor”.
nbonucledtido que forman un ~ Tiene capacidad de activar
oligorribonucleopéptido. (7) macréfagos productores del
Labil al calor, pero muy estable al frio en Factor Activante de Leucocitos
temperaturas de -20 a-70 °C, lo cual facilita (LAF).
su liofilizacion +~ No presenta propiedades de
anticuerpo.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas e Inmunologicas del EDL (36).
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2.1.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL EXTRACTO DIALIZABLE DE
LEUCOCITOS

Dentro de las ventajas del EDL se encuentra su relativa facilidad de
produccion, su bajo costo comparado con otros inmunomoduladores, no tiene
microorganismos ni antigenos de histocompatibilidad y no produce efectos
secundarios (37). El efecto del EDL depende de la capacidad del donador para
desarrollar una respuesta celular adecuada, lo cual se encuentra influenciado

por caracteristicas genéticas propias de cada individuo (38).

Aln no se conoce el mecanismo de accién preciso del EDL, se piensa que
puede actuar sobre linfocitos T responsables de la inmunidad celular, aunque
también tiene un claro efecto modulador en enfermedades alérgicas y
autoinmunes (25), (39).

La activacion de linfocitos T puede ser mediada por células presentadoras de
antigeno profesionales (macréfagos y células dendriticas), que pueden
activarse con la mezcla de moléculas dentro del EDL, lo anterior puede
explicarse con lo hecho por Robledo Avila en el 2006 quién propone que los
EDL activan directamente inmunidad innata via TLRs, ya que, existen una
mezcla de componentes intrinsecos de peso menor a 10 kDa, (PAMPS) que
pudieran ser reconocidos por TLRs y asi estimular la produccion de citocinas
proinflamatorias (40).

Las propiedades inmunoldgicas del EDL que se han descrito son:

» Efectos sobre los canales de calcio, estimulando el transporte de este
ion en las células, activando probablemente la respuesta en células del
sistema inmune (41).

* Produccién de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-8 por Linfocitos T,

= Produccion de TNF-a en células mononucleares humanas estimuladas
con LPS, (42)
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Expresion de receptores TLR2 y TLR4 en leucocitos y células
endoteliales (43),

Inhibicion de la actividad de NF-kB en una linea celular de linfocitos T
humanos y en linfocitos de sangre total humana (44) (43),

Incremento de las concentraciones de AMPc en linfocitos T. Al separar
aun mas los linfocitos T en células T con receptores Fc para IgG y Fc
para IgM (Linfocitos Ty y Tu), el aumento en AMPCc tras la estimulacion
fue conferido especificamente a los linfocitos Ty, (43), (45),

Ademas se han estudiado otras propiedades biolégicas como
restauracion de la hematopoyesis en el raton (46),

Modulacién de la fagocitosis por Polimorfonucleares, (13).

Inhibicibn de la migracibn de macréfagos de una manera antigeno
especifica favoreciendo la produccion de MIF y LIF,

Aumenta la actividad de los linfocitos T, tanto citotoxicos como
cooperadores (47),

Proliferacion de linfocitos especificos para tuberculina empleando EDL;
realizado in vitro en células humanas (48),

Produccion de células T citotoxicas especificas para células de sarcoma
osteogénico, utilizando EDL obtenido de convivientes (49),

Aumento de la capacidad de respuesta de linfocitos a mitbgenos en
cultivos in vitro de células humanas (23), (30),

Incremento en el receptor para IL-2 (CD25) en células CD4+ in vitro en
células mononucleares de sangre periférica (50),

Secrecion de IFN- y y de IL-12, especificas de antigeno en cultivos in
vitro de células de bazo de raton (11),

Produccion in vivo de IFN- y en ratones sensibilizados con EDL
especifico (11), (51),

Modulacién de la expresion de osteopontina en células mononucleares
humanas (in Vitro) (52),

Induccion de la expresion de IFN-y en células mononucleares humanas
(in vitro) y en un modelo murino de infeccidon con tuberculosis (in vivo)
(53),
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» Incremento de células NKT y Tregs en un ensayo ex vivo a las 24 horas
después del tratamiento con EDL a personas sanas (54),
» Capacidad de activar macréfagos productores del Factor Activante de

Leucocitos (36),

De acuerdo con los efectos que se han observado algunas posibles hipotesis
acerca del mecanismo de accion de los EDL son:

* Que el EDL actie como un adyuvante (21).

» Que el FT se una al TCR (55), lo cual explicaria la activacion de
linfocitos al estimular con FT, sin necesidad de tener al antigeno
presente; ademas, esto podria correlacionar con el hecho de que el FT
se une especificamente al antigeno que le da origen.

= Una posible escisién del que conlleve a que una porcién del péptido
permanezca en la superficie celular y de esta manera interacciones o se
una al receptor de células T (55), (56), (57).

= Lawrence propuso desde 1969 que el EDL podria desbloquear o
desreprimir poblaciones de linfocitos T, responsables de la inmunidad
celular, y por lo tanto modular la misma (58).

= Activacion de los linfocitos Ty, que conduce a un aumento en la funcion

de las células supresoras, (43), (45).

2.1.5 APLICACIONES CLINICAS DEL EDL

Se han reportado multiples beneficios en el tratamiento de pacientes tratados
con EDL en algunas enfermedades, es importante especificar que la mejora del
paciente depende del tipo de enfermedad a tratar, asi mismo que la dosis de
ataque en cada enfermedad es diferente; en algunas enfermedades se emplea
el EDL sin aplicar otro farmaco, pero otras enfermedades requieren aplicar
tratamiento con EDL al mismo tiempo que con farmacos. Los efectos clinicos
del EDL son independientes de la via de administracion (59); y hasta la fecha
no se han demostrado efectos secundarios.

El EDL se ha empleado como tratamiento de (Tabla 2):
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. Inmunodeficiencias severas (60): Sindrome de Wiskott-Aldrich (19), (48),
Sindrome de Di George, Sindrome de inmunodeficiencia combinada,
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA / VIH) (39), (50).

. Enfermedades autoinmunes: Sindrome de Behcet's (61).

. Enfermedades infecciosas:

e Hongos: Coccidioidomicosis (21), Candidiasis e Histoplasmosis (62,
63).

e Virus: Citomegalovirus, Herpes zoster (56),(64) , Sarampion, Varicela
(65), y Hepatitis (66).

e Parasitos: Leishmaniasis (67),(68).

e Bacterias: Brucelosis, Tuberculosis pulmonar y extrapulmonar (53),
(69) Lepra (70), e infecciones causadas por bacterias gram negativas

(71) y gram positivas.
. Terapia complementaria en neoplasias: Melanoma, Cancer de
estbmago, de prostata, de pulmén, de colon, de mama, osteosarcoma.

(72), (73), (74), (75).

. Hipersensibilidad: Asma bronquial (76-78), Dermatitis atépica refractaria
(25, 79, 80) y Alergias (77, 79).

. Otras: Uveiltis (81), Otitis (82).

Los pacientes con tuberculosis presentan una disminucién en el % de linfocitos

T posterior al tratamiento con FT el % de linfocitos T aumentan; ademas los

pacientes que reciben FT en combinacion con el tratamiento antituberculoso

habitual acortan el periodo de tratamiento. En un modelo experimental murino,

empleando individuos infectados y posteriormente tratados con EDL vy

antifimicos se ha observado que los individuos infectados y sin tratamiento

desarrollan la enfermedad en un lapso de 2 meses y, sin recibir tratamiento, la

sobrevida de este grupo disminuye drasticamente a los 4 meses postinfeccion.
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Por su parte, los individuos con tratamiento con EDL y antifimicos no
desarrollaron TB activa e incluso presentan una disminucion considerable en el
namero de bacterias y una reduccion notable del grado de dafio a nivel
pulmonar desde los primeros dias posteriores al inicio del tratamiento. Sin
embargo, se comprobd que la terapia con EDL por si sola no elimina a la
bacteria y no evita la reactivacion de la enfermedad, lo que sustenta la
propuesta del uso de EDL como complemento, y no como sustituto, de la

terapia convencional empleada hasta ahora (52), (83), (84).

El EDL, en combinacién con la terapia convencional proveen una alternativa de
terapia de control adecuada, sencilla, que reduciria el tiempo de tratamiento de
forma significativa sin alterar la eficacia de la terapia convencional para

contrarrestar el cuadro clinico (85).

Pacientes asmaticos que reciben EDL, presentan una disminucion en las
concentraciones seéricas de IgE y la elevacion de linfocitos T, a estos pacientes

se les administro una unidad de factor de transferencia diaria (36).

En el Hospital Adolfo Lépez Mateos se realizé6 un estudio con factor de
transferencia en el tratamiento de pacientes con dermatitis atopica grave donde
se observo una mejoria clinica en la mayoria de los pacientes a los 10 dias de
la administracién del factor de transferencia, dicha mejoria se evidencié cuando
se compararon los valores inmunoldgicos de los pacientes con dermatitis
atopica grave con respecto al grupo testigo donde se observo que al iniciar el
estudio habia cuenta elevada de linfocitos, eosindfilos y basofilos, conforme se
aplicé el tratamiento se observé que después de los 6 meses los linfocitos y los
eosinofilos disminuyeron en un 38% y 62% respectivamente. Por lo que se
concluye que el factor de transferencia tiene un efecto inmunorregulador en las
células de la respuesta inmune, con una reduccion en la cuenta de eosindfilos,

y la inflamacién con que cursan estos pacientes (86).

Otro uso clinico del factor de transferencia especifico es en el defecto completo

del receptor de IL-12, manifestado como adenitis supurada por salmonella, el
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primer caso que se reportdé en México fue donde el paciente habia sido
multitratado con antibiéticos sin mejoria, posterior al tratamiento con FTs se
remitié el cuadro. Dentro de los mecanismos para eliminacién de gérmenes
como la Salmonella, es fundamental la integridad del eje IFN-y/IL-12, por lo que
se piensa que el factor de transferencia induce la sintesis de IFN-y por una via

diferente a la IL-12, probablemente en el Linfocito T a través del CD28 (53).

El EDL ha demostrado su amplia capacidad reguladora como tratamiento en
sepsis, los resultados indican que la aplicacion de este producto tiene efectos
de sobrevida en algunos pacientes. Franco et al, en el 2004 reportaron que la
administracion in vivo de EDL regula la expresion de citocinas
pro-inflamatorias. Pérez Tapia, en el 2007 administré EDL (Transferon®) a
pacientes con sepsis grave, observando que:

eSe incrementaba la expresiéon de HLA-DR en monocitos de sangre

periférica
e Un incremento en el nimero de linfocitos T CD4+ en sangre periférica.
e Disminuia el porcentaje de neutrdéfilos en circulacion.

e Un incremento en la expresiéon de CD14 en monocitos (37).
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|.- Inmunodeficiencias severas IV Cancer (principaimente cuando Siene efiologia viral)

0 para evitar metastasis especificas.
A - Defectos congénitos +  Melanoma
¢ Sindrome de Wickott-Aldrich » (Cancer de estomago
* Afaxia telangiectasia * Cancer de prostata
» Sindrome de  inmunodeficiencia » (Cancer de pulmon
severa combinada » (Cancer de colon
» Sindrome parcial de Di George » (Osteosarcoma
¢ Disgamaglobulinemia con defectos * Hipernefroma
en inmunidzd ciular * (ancerde mama
* Sindrome de Behcet * Carcinoma nasofaringeo

IL- Enfermedades Infecciosas producidas por  V Hipersensibilidad
* Asma bronguial
A .- Hongos » Dermatitic atopica
* Candidiasis mucocutanea cronica * Sindrome de Hiper IgE
» Histoplasmosis diseminada ¢ Alergias
¢ Coccidicidomicosic diseminada
B.- Virus
« (Citomegalovirus
Herpes zoster
Sarampion
Varicela
Hepatitis
- Bacterias
Tuberculosis
Lepra
Micobacteriosis por awum
Brucelosis
Gram positivas
Gram negativas
- Protozoanos
Leishmanizsis cutanea

)% B 8 B 8 @ (308 8 & 8

Il - Enfermedades autoinmunes VI Otroe
* Sindrome de fatiga cronica
A- Enfermedades autoinmunes no Organo » Depresion
especifico
* lupus ertematoso  cronico
discoide

* Sindrome de Behcet

Tabla 2. Resumen de los padecimientos en los que se emplea exitosamente el
EDL (37).
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2.1.6 PREPARACION DEL EDL

El Extracto Dializable de Leucocitos se obtiene a partir de leucocitos de
personas sanas, que son sometidos a pruebas para evitar la transmision de
infecciones por el VIH, la hepatitis B, Hepatitis C, Brucelas, etc; se escogen los
donadores que hayan dado negativas las pruebas anteriores; y también se
hacen pruebas especificas de la respuesta inmune celular para asegurarse de
que estos donadores sanos estuvieron en contacto con el agente infeccioso y
que lograron dominar la infeccién. La sangre total es separada en la fraccion
leucocitaria, y de eritrocitos. Solo los leucocitos son utilizados y sometidos a un
proceso farmacéutico controlado, y en condiciones de estricta esterilidad,
donde se procesan los glébulos blancos para romperlos y hacer un extracto
que luego es sometido a una dialisis extensa y el producto que se obtiene de la

membrana de dialisis una vez liofilizado es lo que constituye el EDL (36).

Reportado por Actividad inmunoldgica Modelo

1967 Fireman Proliferacion de linfocitos especificos)/n vitro células humanas.

para tuberculina empleando EDL

1974 Gallin 'y KirkpatrickiActividad quimiotactica para neutréfilos|in vitro e in vivo en monos|

CH y monocitos. Rhesus

1975 Levin et al. Produccion de células T citotoxicas{ln witro, pacientes con
especificas para células ce sarcomasarcoma
osteogénico, en pacientes a los que se

les administro EDL de convivientes.

1979 Petersen &lncremento en la expresion de SRBC-/n vifro células humanas

Kirkpatrick CH receptor (actualmente identificado como
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CD2).

1979  [Petersen &Aumento en la capacidad de repuesta a/n vitro céelulas humanas
Kirkpatrick CH mitogenos por parte de los linfocitos.

1979  [Borkowsky &fnhibicion de la migracién leucocitarial/n vitro células humanas
Lawrence lantigeno especifica.

1984 Farmer et al Identificacion de una molécula porin vitro células humanas
debajo de 3500 Da que actia
revirtiendo la inhibicion de la migracion
de macrofagos y de PMN que produce
el EDL.

1987  [Dorfling &t al. Induce la produccion de IL-1 y lain wiro macrofagos
lactivacién de macréfagos. humanos

1988 Nekam Incrementa la ADCC In vitro células periféricas

humanas

1995  |Gottlieb er al Incremento de DTH, Incremento en elln viro céulas perifericas
receptor para IL-2 (CD25) en oélulas‘mononucleares humanas.
CD4+.

1995  |Alvarez & KirkpatrickSecrecion de IFN-y y de IL-12)/n vitro células de bazo de

CH lespecificas de antigeno. raton

1995  |Femandez-Ortega |Inhibicion de la replicacion de virus de) /n vitro células MT4
\VIH de manera dosis dependiente.

1995  |Femandez-Ortega |Inhibicion de la produccién de TNFa enlln  wvitro monocitos
células activadas con LPS. aislados y en sangre total

1995  |Kirkpatrick CH Produccion de IFNy In vivo ratones|

sensibilizados con EDL
especificos.

1997  |aceketal Incrementa la sensibilidad de célulasi/n vitro células de médula
progenitoras  hematopoyéticas  allésea de raton
fratamiento con GMCSF

2000  |Vaceketal Favorece la rapida recuperacion de lajfn wivo modelo en raton
hematopoyesis posterior a la radiacion jcon EDL de humanos
Estimula el crecimento de céluas
progenitoras  hematopoyéticas  paral
igranulocitos y macrofagos

2002  |aceketal Favorece la rapida recuperacion de laj/n vwvo modelo en ratén

hematopoyesis posterior a la radiacion jcon EDL de cerdo
Estmula el crecimiento de céluas

29



progenitoras  hematopoyeticas  para|
granulocitos y macréfagos empleandol
EDL obtenidos a partir de leucocitos de|

cerdo.

2004

Fabré et al.

sobreviva, favorece un  perfil
citocinas TH1, aumento de IFNy, IL-12
e INOS, disminucion de IL-4, combinado
con fratamiento antifimico acelera Ia
disminucion de area neumonicas y de

unidades formadoras de colonias.

Incrementa la RIC, incremento en lal/n wiio modelo murino de

definfeccion

con M

tuberculosis.

2004

Moisés A et al.

EDL bovino protegen contra el choque

lendotoxico causada por LPS.

[ vive modelo murino

NP

al.

Pérez-Tapia SM efEDL humano modulan expresién de

osteopontina en células mononucleares|

humanas.

in vitro células

mononucleares humanas

NP

Pérez-Tapia SM ef

al.

EDL humano modulan inducen 4

lexpresion de IFNy y RANTES.

in vitro células

mononucleares humanas

NP

al.

Pérez-Tapia SM etEDL murino

regula
diferencial de DAF Y GNRP.

la  expresion

/n vivo modelo murino del

infeccion con M

tuberculosis.

2.2 IFN-y

Tabla 3. Actividad inmunoldgica del EDL (37).

2.2.1 GENERALIDADES

El IFN-y fue descubierto en la década de 1960. Es el Unico tipo de interferon
tipo 11, estructuralmente no esté relacionado con el interferon de tipo I, se une a
un receptor diferente, y es codificado por un locus cromosdémico separado.
Inicialmente, se creia que las células T CD4+ cooperadoras tipo 1 (Thl), las
células CD8+ citotoxicas y células NK producian exclusivamente IFN- y. Sin
embargo, ahora hay pruebas de que otras células, tales como las células B, las
células NKT y las células presentadoras de antigeno profesionales-(APCs)

también secretan IFN- y (87).

30



Cuando se estimularon cultivos de leucocitos humanos con fitohemaglutinina
(PHA), un inhibidor de los efectos citopaticos del virus Sindbis se identifico con
las propiedades fisicoquimicas y biolégicas similares a las del interferén, a
excepcion de una inestabilidad en condiciones acidas (88).
El IFN-y humano y de raton es codificado por un gen de copia unica localizado
en el cromosoma humano 12 y el cromosoma 10 del raton, que se conserva
entre las diferentes especies. Cuando se expresa, el gen produce un
homodimero no covalente, compuesto por dos polipéptidos de 166 residuos
(que incluye una secuencia sefal hidrofobica de 23 residuos); la forma

biolégicamente activa de IFN es un homodimero de 34-kDa (89).

La produccion de IFN-y por APCs profesionales [monocitos / macrofagos,
células dendriticas] que actuan localmente pueden ser importantes en la auto-
activacion celular y la activacion de las células cercanas. El IFN-y es secretado
por las células del sistema inmune innato como las células NK y las células T
yo y el sistema inmune adaptativo (células T CD8 + y las células T CD4+ Thl).
Las células NK vy los linfocitos T yd son fuentes iniciales de interferon y durante
la infeccion o vigilancia tumoral. Las células NKT que unen las respuestas
inmunes innatas y las adaptativas también secretan IFN-y después de la
estimulacion (90). El IFN-y desempefia un papel importante en el control de la
infeccion intracelular y el desarrollo del tumor y se asocia generalmente con
TNF alfa (también una citocina importante para el control de infecciones y
tumores). Varios estudios han demostrado que las células T CD4+ que
secretan IFN-y e IL10 pueden regular la respuesta inmune implicada en el
control de la infeccidén parasitaria en ratones (90),(91) .En los macroéfagos, las
células NK y los linfocitos T, la combinacion de IL-12 y la estimulacién de 1L-18
aumenta aun mas la produccién de IFN-y (92), (93). Reguladores negativos de
la produccion de IFN-y incluyen IL-4, IL-10, factor de crecimiento

transformante- (TGF-B) y glucocorticoides (94).

2.2.2 RECEPTOR DE IFN-y

El receptor de IFN-y consta de cadenas alfa y beta. La cadena alfa del receptor

de IFN-y humano esta codificada por un gen situado en el cromosoma 6,
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mientras que el gen ortélogo en el raton esta localizado en el cromosoma 10.
La cadena beta del receptor de IFN-y humano se encuentra en el cromosoma
21 y el equivalente en el cromosoma 16 del ratdén. La expresion del gen de la
cadena alfa del receptor de IFN-y parece ser constitutiva, mientras que de la
cadena beta se expresa a un nivel extremadamente bajo. La regulacion de la
expresion de la cadena beta puede asi determinar si ciertos tipos de células
responden a la estimulacién IFN-y. Muchos autores han demostrado que las
células CD4 + Th2 carecen de la subunidad beta del receptor y no responden a
IFN-y, mientras que las células CD4 + Thl responden plenamente a IFN-y (95),
(96).

2.2.3 ViA DE SENALIZACION DEL IFN-y

El receptor de IFN-y tiene dos subunidades: IFNyR1, la cadena que une al
ligando (o cadena a) y el IFNyR2, la cadena que transduce la sefal (o cadena
B). Estas proteinas son codificadas por genes separados (IFNGR1 e IFNGR2,
respectivamente), localizados en diferentes cromosomas. Al interactuar el IFN-
y con la cadena de unién, ésta se dimeriza y se asocia a dos cadenas de
transduccion de sefales. El ensamble del receptor conduce a la activacion de
las cinasas de Janus 1y 2 (JAK1 y JAK2), y a la fosforilacion de un residuo de
tirosina en el dominio intracelular del IFN-yR1. Esto a su vez permite el
reclutamiento y la fosforilaciéon de STAT1, el cual forma homodimeros que se
translocan al ndcleo donde se une con una secuencia de ADN definida
(TTNCNNNAA), GAS e iniciar la transcripcion (89). Factores de regulacion de
interferon (IRF), incluyendo miembros de la familia IRF-1, IRF-2 y 9-IRF
también estan involucrados en la sefializacion de IFN-y una amplia variedad de
genes de respuesta al IFN-y. Después de la sefalizacion, las cadenas de unién
se internan y se disocian. Las cadenas son recicladas a la superficie célula
(87), (96), (97).

32



Cytosol

| Nucleus

eg. ICAM-1 l
3 MIG [““- iNOS
" L N

T IFN-regulated gene RE IFN-regulated gene

§
e - —
GAS @

Figura 1. El paradigma actual de la transduccion de sefiales de IFN-y. La

unién del ligando provoca un cambio conformacional en el IFN-yR (IFNGR1,
amarillo; IFNGR2, verde), de tal manera que la cinasa JAK2 inactiva sufre una
autofosforilacion y activacion, que a su vez permite fosforilar Jakl por Jak2. El
Jakl activado fosforila tirosinas funcionalmente importantes en el residuo 440
de cada cadena IFNGR1 para formar dos sitios adyacentes de acoplamiento
para los dominios SH2 de Statl. El receptor de reclutamiento para el par Statl
se fosforila cerca del C terminal en Y701 probablemente por Jak2. La
fosforilacion induce la disociacidon de un homodimero Statl desde el receptor
(87).
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Los Homodimeros STATL1 viajan al nudcleo y se unen al sitio promotor de
activacion de IFN-y (GAS) para iniciar / suprimir la transcripcibn de genes
regulados por IFN-y. Muchos de los genes regulados por IFN-y son factores de
transcripcion (por ejemplo, IRF-1), que son activados por IFN-y y son capaces
de conducir la regulacion de la siguiente ola de la transcripcion (por ejemplo, la
induccion de IFN-y). Los heterodimeros de IRF-9, ISGF3 e IRF 1-son capaces
de unirse al elemento de respuesta estimulado por IFN (ISRE), regiones
promotoras de genes diana para regular la transcripcion.). Moléculas de
sefalizacion activadas por IFN-y se representan en rojo. ICAM-1, molécula de
adhesion intercelular-1, MIG, monocina inducida por IFN-y; iNOS, 6xido nitrico

sintasa inducible (87).

2.2.4 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL IFN-y

Ademas de la actividad anti-viral, el IFN-y tiene amplias funciones biolégicas
gue incluyen: influencia en el ciclo celular, el crecimiento y la apoptosis; trafico
de leucocitos y sus interacciones endoteliales; el cambio de isotipo de
anticuerpo por las células B; y funciones de regulaciéon inmune, ya que sobre
los linfocitos Th2 inhibe la proliferacion, de manera que su presencia durante la
estimulacién antigénica induce la diferenciacion de linfocitos T hacia células
efectoras tipo Thl favoreciendo, por lo tanto, el desarrollo de las respuestas
inflamatorias (89), (87).

La funcién del IFN-y esta centrada en la intervencion del macréfago en la
inflamacion y en la inmunidad adquirida durante la infeccion. El IFN-y se encarga
de orquestar la respuesta de los macréfagos y ademas también dirige la atraccion
de leucocitos y el crecimiento, maduracion y diferenciacion de muchos tipos
celulares, refuerza la actividad de las células NK y regula la funcion de las células
B; ademas de la induccién de la expresion de moléculas MHC-II lo que facilita su
funcién presentadora de Ag. El lipopolisacéarido (LPS) de patdgenos y los motifs
CpG no metilados presentes en el ADN de patégenos aumentan la produccion de
IFN-y.

34



Por otra parte, el IFN-y se ha relacionado con la tolerancia inmune en alo-

respuestas inmunes y enfermedades autoinmunes.

El aumento de la susceptibilidad y gravedad de la artritis inducida por colageno
(CIA) se ha reportado en cepas de ratones susceptibles genéticamente
deficientes en IFN-y. El IFN-y puede promover la expresion de la molécula
supresora PD-L1 en los tejidos y antagonizar el desarrollo de células Thl7.

Esto ayuda a mejorar el dafio de la enfermedad autoinmune. (88)

2.2.5 REGULACION DE LA FUNCION DE CELULAS T CD4+ POR IFN-y

2.2.5.1 APOPTOSIS DE CELULAS T CD4"

El IFN- y influye en el ciclo celular, la proliferacion celular y la apoptosis. Las
células CD4+ que carecen de la citocina IFN-y (o el factor de transcripcidon
Statl son resistentes a la muerte celular inducida por la activacion (AICD). En
efecto, el IFN-y aumenta en células CD4 + la apoptosis a través de una via
mitocondrial. El IFN-y también se requiere para la produccién de las caspasas;
la expresion de la caspasa-8 mediada por retrovirus restaura la sensibilidad de
células T deficientes en Statl a la AICD (98). Recientemente, se ha
demostrado en un modelo de tumor que después de la inmunizacion, las
células CD4 +, pero no CD8 + sufren apoptosis (99). La capacidad de
respuesta a IFN-y por las células huésped ha reducido la eficacia de la
vacunacion tumoral. Asi, en las células CD4+, la apoptosis puede estar
regulada por la sefalizacion de IFN-y en la homeostasis de linfocitos. Vale la
pena sefalar que esta regulacion puede ser un obstaculo para la terapia

inmune efectiva contra el cancer (87).
2.2.5.2 CELULAS T REGULADORAS CD4+ CD25+ FoxP3 +
Los estudios demostraron que el efecto protector del IFN-y en la prevencion de

artritis inducida por colageno en ratones IFN-/-, IFNyR-/- esta relacionado con

los inducidos por el antigeno CD4+ de células T reguladoras (100).
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Se ha demostrado que IFN-y es criticamente necesario para la conversion de
las células T convencionales CD4+ CD25- a células T CD4 + CD25 + por
incremento en la expresion de Foxp3. El IFN-y limita asi la respuesta inmune
mediante la promocion de la generacion de células T reguladoras CD4+ CD25+
FoxP3 + (101).

2.2.5.3 CELULAS T-yd

Los linfocitos T yd pueden secretar una gran cantidad de IFN-y después de la
estimulacién de antigenos (102). Estas células no necesitan presentacion del
antigeno por las moléculas MHC (103). La evidencia ha demostrado que las
células T yd también estan reguladas por IFN-y. En ganado infectado con virus
de la leucemia bovina, la inoculacion de IFN-y bovino recombinante aumento el
numero de células T yd (104). Las células T yd también son activadas por
células dendriticas mieloides inmaduras y plasmacitoides que estan regulados
por IFN-y (105), (106).

2.2.6 IMPLICACIONES CLINICAS.

El IFN-y es una citocina multipotente y sus funciones biolégicas son complejas.
La deficiencia de IFN-y se ha asociado con la patogénesis de muchas
enfermedades. El IFN-y es un gen de copia Unica y su expresion esta regulada
en multiples niveles. A nivel transcripcional, se regula a través de los
mecanismos epigenéticos, la accesibilidad de la cromatina y la union de las
proteinas de inhibicidon o activacion a un promotor. El control de la traduccion
esta mediado a través de la localizacion y la estabilidad del mRNA. (87).

La regulacién Post-traduccional se produce a través de la activacion de la
proteina cinasa R (PKR) por la porcion 5 'del mRNA; el plegamiento de la
proteina en el reticulo endoplasmico, y la posible interaccion del mRNA con
microRNA Cualquier defecto en estos procesos afectaria a la produccion IFN-y
y por lo tanto puede afectar a la patogénesis de muchas enfermedades. Esto
es debido a la amplia gama de efectos biolégicos de IFN-y: casi cada tipo de

célula se altera tras la interaccion con IFN-y.
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El IFN- vy juega un papel importante tanto en la respuesta inmune innata como
en la adaptativa. Por lo tanto, su deficiencia conducira a la susceptibilidad a
infecciones microbianas y el desarrollo del tumor (107). Por ejemplo, la
mutacion en el gen de IFN-y ha demostrado que reduce la capacidad del
organismo para resistir la infeccion micobacteriana (108). El IFN-y también
juega un papel importante en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. El
papel del IFN-y en la autoinmunidad se ha relacionado con su capacidad de
activar células CD4 + CD25- en células T reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3 +;
ThO en Thl, y para modular el procesamiento de antigenos y la capacidad de
inhibicion de las células Th17 (100).

2.2.6.1 DIABETES TIPO |

La diabetes tipo 1 es causada por la destruccion cronica de ceélulas beta
insulinoproductoras en los islotes pancreaticos por los linfocitos T auto-
agresivos. Afecta a individuos genéticamente propensos (109).
Su patogénesis esta relacionada con los mecanismos inmunes celulares, como
el aumento en la actividad citotoxica de las células T CD4+ y CD8 +, asi como
una via Thl sesgada. Estas actividades inmunes se han relacionado con
defectos de genes multiples, que conducen a que los individuos sean mas

susceptibles al desarrollo de diabetes tipo 1 (110).

El IFN-y puede jugar un papel importante en la diabetes tipo 1. Se observé una
disminucién de IFN-y e IL4 en pacientes recién diagnosticados de diabetes
(111). ElI nmero de células T reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3 + se encontrd
gue estaba marcadamente reducido en pacientes con diabetes tipo 1 (112). Las
células NKT eran también anormales en la diabetes tipo 1 (113). Los defectos
en la via de sefializacidon del IFN-y en pacientes con diabétes tipo 1 podria dar
lugar a un namero reducido de células T reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3 +y
la disminucion de la apoptosis de las células T CD4+ efectoras.
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2.2.6.2 ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad reumatica causada por una
respuesta autoinmune cronica que conduce a la destruccion de la articulacion.
Se caracteriza por la acumulacion de células T efectoras incluyendo CD8 + vy
CD4 + (114). Se ha propuesto que el IFN-y inicia la patogénesis, pero inhibe el
proceso inflamatorio en una etapa posterior de la enfermedad (115). En
ratones, la administracion de IFN-y en la fase inicial de la artritis inducida por
colageno (CIA) ha acelerado el inicio y el aumento de la incidencia de la
enfermedad (116). El tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y disminuyo los
niveles de anticuerpos anti-colageno y redujo la severidad de la artritis (115).
Sin embargo, se observo que el tratamiento posterior con el mismo anticuerpo
agrava la artritis, lo que podria ser contrarrestado con el tratamiento de IFN-y,
lo que indica un efecto inmunosupresor por IFN-y en una etapa posterior de la
AR (115).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente se conoce una gran cantidad de beneficios obtenidos al emplear
Extracto Dializable de Leucocitos (EDL) como terapia, los cuales son producto
de las caracteristicas inmunomoduladoras que presenta este hemoderivado.
Sin embargo, aunque no se conoce con claridad el mecanismo de accién de
estos extractos, se ha observado que promueve la produccién de citocinas
como TNF-q, IL-6 e IL-8 por Linfocitos T, promueve la produccién de TNF-a en
células mononucleares humanas; asi como la secrecion de IFN- y y de IL-12 en

cultivos in vitro de células de bazo de raton.

Es por esto que en el presente trabajo evaluaremos la secrecién de IFN-y, en
cultivos de células Jurkat clone E6, células T transformadas de LLA,
estimulados con EDL (Transferon® oral). Esta citocina proinflamatoria, es de
gran importancia ya que entre sus multiples caracteristicas estan la auto-
activacion celular, la activacion de células como macrofagos, neutrdfilos,
Linfocitos B, células NK y particularmente la diferenciacion de Linfocitos T a
Linfocitos Thl que es de especial importancia para el control de infecciones

producidas por patdgenos intracelulares.

Asi mismo es de gran interés identificar si esta respuesta bioldgica de
secrecion de IFN-y es viable y reproducible para que nos permita establecerla
como una prueba de control biolégico de los lotes de Transferon oral ® (EDL)
producidos en la ENCB, ya que actualmente se cuenta con una prueba
biologica de un modelo murino de infeccion con HSV-1, donde se utilizan gran

cantidad de animales y el costo y tiempo de evaluacion es elevado.
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4. HIPOTESIS

Se ha observado que el EDL tiene la capacidad de inducir la secrecion de
citocinas inmunomoduladoras en células T. Por lo que esperamos que el
Extracto Dializable de Leucocitos (Transferon® oral) induzca la produccion de
INF-y, de manera dosis dependiente, en una linea celular tumoral de linaje T
gue sea tratada con diferentes concentraciones de éste extracto.

También deberemos observar que dicho efecto en la secrecion de IFN-y se
conserve entre todos los lotes de Transferon ® evaluados y se comporten de

manera reproducible con las concentraciones analizadas.
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5. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la induccion de la secrecion de IFN-y en células Jurkat
clone EG6 tras ser estimuladas con diferentes concentraciones
de Transferon ® oral (EDL)

6. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las concentraciones adecuadas de Transferon oral
® (EDL) a las cuales se efectua la secrecion de IFN-y en

células Jurkat clone EG6.

e Evaluar el tratamiento de Transferon oral ® (EDL) a diferentes
tiempos para determinar el efecto del tiempo sobre la

secrecion de IFN- y en células Jurkat clone E6.

e Analizar la reproducibilidad de la secrecion de IFN-y inducida
por diferentes lotes de Transferon oral ® (EDL) evaluados.

e Clasificar la produccién de IFN-y de los diversos lotes de
Transferon ® oral evaluados.
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7. MATERIALES Y METODOS

a. Transferon oral ® (Extracto Dializable de Leucocitos)

El Transferon® oral (Extracto Dializable de Leucocitos) proviene del
rompimiento del paquete de leucocitos ( “buffy coat”) de una unidad de sangre
para donacion (aprox.450mL), seguida de un proceso de didlisis donde se

obtiene la fraccion de bajo peso molecular que dializa.

El EDL es labil al calor, estable a temperatura ambiente pero se recomienda
mantenerlo a temperaturas de 0° C, para prolongar su actividad biologica. En el
caso Transferon® oral (Extracto Dializable de Leucocitos), producido en la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas las moléculas estan comprendidas en

un rango de 1 a 10 kDa.

El material biologico que se utiliza para la preparacion del Transferon ®, en la
ENCB/IPN, es proporcionado por diferentes bancos de sangre certificados de la
Cd. de México, y se obtiene a partir de donadores de sangre sanos, los
paquetes celulares son sometidos a diferentes pruebas biologicas todas ellas
descritas en la Norma Oficial Mexicana: NOM-003-SSA2-1993 “Para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos”
(117). Por considerarse un hemoderivado y ser un inmunorregulador, en
diferentes padecimientos de humanos, la fabricacion del Transferon ®, debe
someterse a la NOM-0059-SSA 2006 “Buenas practicas de fabricacion para
establecimientos de la industria quimico farmacéutica dedicados a la
fabricacion de medicamentos”. El proceso de produccion sigue buenas
practicas de fabricaciobn y cuenta con controles analiticos que demuestran
reproducibilidad entre lotes. Actualmente se utiliza la infeccion con HSV-1 en
un modelo murino de sobrevida como prueba biol6égica para evaluar la eficacia

de cada lote de Transferon ® producido en la ENCB del IPN.
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Lotes de Transferon® utilizados

11D01 11F02 11HO5 11M02 12C05
11D02 11G04 11J01 12A01 12C06
11E01 11G05 11KO01 12C01 12C07
11E02 11HO01 11KO03 12C03 12D08
11F01 11H02 11M01 12C04 12F09

b. Células Jurkat

Se emplearon cultivos de células Jurkat clone E6 obtenidas del ATCC
(Linfocitos T humanos provenientes de Leucemia Linfoblastica Aguda),
catalogo TIB-152, las cuales se estimularon con diferentes lotes y
concentraciones de extracto dializable de leucocitos oral, Transferon ®; y se
evaluo la induccién de la secrecién de IFN-y en los sobrenadantes de estas
células a diferentes tiempos. Esta citocina se cuantifico mediante un kit de
ELISA.

ATCC Number: TIB-152
Designation:  Jurkat (Clone Eé-1)

5 v R 1 ) (a3 : o P PR
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm
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c. Reactivos

RPMI + GlutaMax 1640 61870-036 GIBCO
Suero fetal bovino 16000-044 GIBCO
DMSO (Dimetil sulféxido)
299.5% (Grado Cultivo). D4540 SIGMA
Azul tripan T8154 FLUKA/SIGMA
Concanavalina A (ConA) 10576-015 GIBCO
Lipopolisacarido (LPS) TLRL-PELPS INVIVOGEN
Kit ELISA IFN-y humano 555142 BD OptEIA

MATERIAL

No. de Catalogo

Marca

Botellas para cultivo de 75

) 430725 CORNING
cm
Botellas para cultivo de 25
) 3055 CORNING
cm
Tubos para centrifuga de 15
430791 CORNING
mL
Tubos para centrifuga de 50
430291 CORNING
mL
Pipetas de 2 mL 4021 CORNING
Pipetas de 10 mL 4101 CORNING
Microscopio Invertido Leica
Camara de Newbauer Bright Line
Micropipetas Eppendorf
Criotubos de 1.2 mL, fondo CORNING
430658
conico MEXICANA
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Placas de cultivo celular de _
3524 Corning-Costar
24 pozos
Tubos eppendorf 1.5 mL MCT-150-C Axygen
Centrifuga BECKMAN

Recipiente para desechos

Congelador -70°C y/o
contenedor de nitrdgeno

liquido

7.1 EXPANSION DE CELULAS JURKAT CLONE E6 EN CULTIVOS
SUCESIVOS

El cultivo celular y los demas procedimientos se realizaron siguiendo la

secuencia experimental que se describe a continuacion:

a) Descongelacion de las células.

1.

Colocar el vial de las células congeladas en agua a 37°C, durante 2

minutos.

. Limpiar la tapa del tubo con un algodén con etanol al 70%. Todas las

operaciones a partir de este punto se realizan en condiciones de

esterilidad, dentro de la campana de flujo laminar.

. Colocar 9.0 mL de medio de cultivo completo (RPMI + GlutaMax 1640

suplementado con suero fetal bovino a una concentracién del 10%) en

un tubo para centrifuga de 15 mL.

. Usando una pipeta de 2 mL, transferir el contenido del vial al tubo de

centrifuga, cerrar el tubo y agitar suavemente por inversion del tubo

(tres veces).

. Centrifugar a 125 x g durante 5 min. a temperatura ambiente.

6. Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 5 mL de

medio de cultivo completo.

. Tomar una alicuota de 10 pl y realizar la cuenta con azul tripan.
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8. Incubar las células a 37°C con 5% de CO..

b) Sub-cultivo de las células.
A partir de una botella de cultivo con una concentracion celular entre 1
X10° - 2 X10° células/mL o una confluencia aproximada del 80% en la

botella:

1. Pasar el contenido de la botella de 25 cm? (5mL) a un tubo para
centrifuga de 15 mL.

2. Centrifugar las células a 125 x g durante 5 min. a temperatura
ambiente.

3. Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 1 mL de
medio de cultivo completo.

4. Realizar la cuenta de las células por exclusion de azul tripan en la
camara de Newbauer.

5. Adicionar medio de cultivo necesario para tener una concentracion
celular de 1 X10°- 2 X10° células/mL.

6.Transferir las células a botellas de 25 cm? o de 75cm? y etiquetar las
botellas.

7.Incubar las células a 37°C con 5% de CO..

7.2 CONTEO DE CELULAS CON AZUL TRIPAN.

A partir de una suspension celular de 1 mL.
|. Realizar una dilucion 1:20 de la suspension celular con azul tripan

al 0.2 %.

[I. Homogenizar por pipeteo.

lll. Colocar una alicuota de la dilucion realizada en la camara de
Newbauer (Fig. 3).

IV. Realizar la cuenta celular (Células transparentes vivas, células
azules muertas).

V. Contar los 4 cuadrantes de los extremos (letra L, Fig. 2).

VI.  Sumar el nimero de células y dividirlo entre 4 (promedio).

46



VII. Realizar los calculos de acuerdo a la siguiente férmula:

Numero de células/mL = (Promedio) X (FD) X (10,000)
Donde: FD= Factor de dilucion

Nota: En el paso | se puede realizar una dilucion mayor o menor dependiendo
de la concentracion celular con la que se cuente, procurar realizar una dilucion

gue permita contar 40-100 células por cuadrante.

No. de No. de
cuadrante || callas
1 56
2 65
3 ]
4 68
Tolal de 248
células
Dramanis Y e |
_ -

NUmero de células/mL = 62 X 40 X 10,000
NUmero de células/mL = 2.48x10’ células/mL

Realizar
dilucién 1:40 m —

Una alicuota en la
camara de Neubauer

Suspension celular ‘

Contar las celulas presentes en los
cuadrantes marcados como “L”

Célula viva
-

i

calculos

Realizar los _ 3 .¢. ) _

Célula muerta

Figura 2. Diagrama de flujo para realizar la cuenta de células por exclusion

con azul tripan.
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7.3 CULTIVOS DE CELULAS JURKAT CLONE E6 CON DIFERENTES

LOTES DE EDL.

a) A partir de 3 botellas de 25 cm? con una confluencia aproximada del 80

%.

Dilucion: 1:20 Dilucion: 1:20
Cuadrante | Vivas Muertas Cuadrante | Vivas Muertas
1 158 4 1 154 6
2 163 5 2 158 5
3 165 3 3 161 3
4 147 5 4 147 0
TOTAL 633 17 TOTAL 620 14
= (633/4) x20x10* = 3.16x10" cel/mL = (620/4) x20x10* = 3.1x10’
cel/mL

Promedio = 3.1x10’ cel/mL

- Volumen de la suspensién celular:

< Se contempla este numero de

pozos, ya que se van a sembrar 2

>

placas de 24 pozos cada una,
dando un total de 48 pozos vy
agregando un exceso de 2 pozos,

resultando en los 50 pozos.
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- Suspensién celular: (1x10° cel/mL) x 25 mL = 2.5x10’ cel/mL

- 3.1x10" cel ---------- 1 mL
2.5 x10" cel ---------- X x=0.806 mL =806 pL células

- 25 mL de volumen final — 0.806 mL células = 24. 194 mL de medio cRPMI.
- Por lo tanto preparar la suspension celular en un tubo para
centrifuga de 50 mL de capacidad agregando 806 pL de célulasy
24.194 mL de medio cRPMI. Mezclar bien.

b) Sembrar 1x10° cel/mL (5x10° cel/pozo) en cada placa de cultivo de 24

pozos. Agregar a cada pozo 500 pL de la suspensién celular.

c) Probar los lotes de EDL oral (11F01, 11HO05, 11M01, 12C05, 11J01, 11KO01,
11M02)
-El tratamiento con EDL se agrega en 500 pL/pozo de cRPMI.
Ci1=x V1=500 pL
C»=10 pg/mL V,=1000 pL

De la formula;
C1V1=CoV, — C1=(C3V2)/V1=[(10 pg/mL) x (1000 pL)}/ (500 pL)

=20 pg/mL

Concentracion de EDL oral = 2 mg/5 mL = 400 pg/mL

- 400 pg ----------- mL
20 pg ----------- X x=0.05 mL =50 pL
- Solucion 1 = S; = 50 PL gpp orar + 950 pL medio CRPM—> [10

Hg/mL]
l Dilucion 1:10

- Solucién 2 = S, =100 YL gpr orar + 900 pL medio cRPMI—>[1.0 pg/mL]
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Filucién 1:10

- Solucién 3 = S3 = 100 PL gprL orar + 900 pL medio cRPM [0.1
Hg/mL]

- Preparar cada concentracion de todos los lotes a evaluar.
- Agregar 500 pL a los pozos a evaluar.

c) Incluir controles de ConA (25 pg/mL), LPS (1.0 pg/mL) y medio cRPMI.
Los pozos tienen ya 500 pL, por lo que se necesita concentrar dos

veces el estimulo.
-Stock ConA: 1mg/mL

100 pg ------------- X x= 100 pL ConA
Solucién de ConA: 100 pL de ConA + 1900 pL de medio cRPMI.
- Agregar 500 pL a los pozos a evaluar.

-Stock LPS: 5mg/mL

Hacer una dilucién previa, debido a que la concentracion del stock es

muy alta.

4.0 pg --------- X x=80 pL LPS

Solucion de LPS: 80 L de LPS + 1920 uL de medio cRPMI

- Agregar 500 pL a los pozos a evaluar.
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- Medio cRPMI.

- Agregar 500 pL de medio cRPMI a los pozos a evaluar.

d) Disefio de placa.

A continuacion se muestra un ejemplo de la distribucion de las muestras de

los sobrenadantes celulares y sus respectivos tratamientos en la placa de

cultivo.
A)
Lote Lote Lote Lote Lote
Lote 11MO1
11M01 11M01 11M01 11M01 11M01
1 ng/mL
100 pg/mL 10 ng/mL | 100 ng/mL | 1 pg/mL | 10 pg/mL
Lote Lote Lote Lote Lote
Lote 11MO1
11M01 11M01 11M01 11M01 11M01
1 ng/mL
100 pg/mL 10 ng/mL | 100 ng/mL | 1 pg/mL | 10 pg/mL
Lote Lote Lote Lote Lote
Lote 11M02
11M02 11M02 11M02 11M02 11M02
1 ng/mL
100 pg/mL 10 ng/mL | 100 pg/mL | 10 ng/mL | 10 pg/mL
Medio Medio ConA 25|LPS 1.0
cRPMI cRPMI pg/mL pg/mL
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B)

Lote Lote Lote Lote
Lote 11FO1 | Lote 11F01
11F01 11mM01 11M01 11M01 0.1
10 pg/mL 1.0 pg/mL
0.1 pg/mL | 10 pg/mL | 1.0 pg/mL pg/mL
Lote Lote Lote Lote
Lote 11HO5 | Lote 11HO5
11HO5 11M02 11M02 11M02 0.1
10 pg/mL 1.0 pg/mL
0.1 pg/mL | 10 pg/mL | 1.0 pg/mL pg/mL
Lote Lote Lote
Lote 11J01 | Lote 11J01 | Lote 11J01
10 ua/mL. Loug/mL | 0.1 ua/mL 12C05 12C05 1.0 | 12C05 0.1
m : m : m
Ho Ho Ho 10 pg/mL pug/mL png/mL
Lote _
Lote 11KO1 | Lote 11K0O1 11Ko1 ConA 25|LPS 1.0 Medio
10 pg/mL 1.0 pg/mL pg/mL pg/mL cRPMI
0.1 pg/mL

Figura 3. Esquema de los disefios de placas para cultivo de células Jurkat
clone E6 con tratamiento de EDL a diferentes concentraciones. A) El
sobrenadante de los controles y de los lotes 11M01 y 11M02 que estan
marcado con rojo se colectaron a las 48 horas y se evaluaron a distintas
concentraciones de EDL oral (Transferon®) para determinar a cuales de éstas
se efectuaba la produccion de IFN- y en el cultivo celular. B) Los
sobrenadantes que estan en color negro se colectaron a las 72 horas, ya que
como se muestra en los resultados éste fue el tiempo 6ptimo para la secrecién
de la citocina de interés, asi como también se determiné el rango de
concentraciones de EDL oral (Transferon®) como tratamiento eficaz para la
produccion de IFN-y. Se evaluaron dos tiempos para determinar el tiempo

optimo de estimulo para la secrecion de IFN-y por células Jurkat clone EG6.

e) Incubar las placas en atmosfera de CO, por 48 6 72 horas, segun sea el

caso.
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f) Después del tiempo de incubacion, retirar a cada pozo con una micropipeta,
500 pL del sobrenadante. Guardar el sobrenadante en tubos eppendorff y
conservar a -70°C hasta su uso.

g) Repetir el ensayo probando otros lotes de EDL.

h) Recuperar los sobrenadantes de los tubos eppendorff (descongelarlos a

temperatura ambiente) y sembrarlos en la placa de ELISA.

7.4 PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE IFN-y MEDIANTE UN KIT
DE ELISA

7.4.1 PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION Y MANIPULACION
DEL ESTANDAR DE IFN-y RECOMBINANTE HUMANO.

1. Reconstitucion: abrir cuidadosamente el vial del estandar liofilizado de
IFN-y recombinante humano, para evitar la pérdida de material.
Reconstituir el estandar liofilizado con 1,0 mL de agua desionizada para
producir un stock del estandar. Permitir que el estandar se estabilice
durante al menos 15 minutos antes de realizar las diluciones. Vortexear

suavemente para mezclar.

2. Almacenamiento / manipulacion de estandar reconstituido:
Después de la reconstitucion, inmediatamente hacer alicuotas del
estandar en viales de polipropileno de 50 pul por vial y congelar a -80 ° C
durante un méximo de 6 meses. Si es necesario, almacenar a 2-8 ° C
por un maximo de 8 horas antes de alicuotear / congelar. No dejar

reconstituido el estandar a temperatura ambiente.

3. Procedimiento pararealizar la curva de calibracién.

a. Preparar una solucion de 300 pg / mL del estandar a partir de la solucién
stock. Vortexear para mezclar.

b. Aiadir 300 ul del diluyente de ensayo a 6 tubos. Etiquetar como 150 pg / mL,
75pg/ mL, 37,5pg/ mL, 18,8 pg/ mL, 9,4 pg/ mL,y 4,7 pg/ mL.
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c. Realizar diluciones en serie mediante la adicion de 300 ul de cada estandar
para el siguiente tubo, y vortexear entre cada transferencia. El diluyente de
ensayo sirve como el estandar cero (0 pg / mL).

300 uL 300 uL 300 uL 300 uL 300 uL 300 uL

f\mmmmmm
—

D N N

Solucion stock 300 pg/mL 150 pg/mL 75 pg/mL 37.5pg/mL 18.8 pg/mL 9.4 pg/mL 4.7 pg/mlL

Figura 4. Representacion grafica que muestra las diluciones seriadas llevadas

a cabo para realizar la curva de calibracion.

d. Preparacion de la solucion Detector Trabajo:
Afadir el volumen requerido de anticuerpo de deteccién al diluyente de ensayo.
Dentro de los 15 minutos antes de usar, agregar la cantidad requerida de
enzima reactivo Estreptavidina-peroxidasa de rabano conjugada (SAV-HRP) y
agitar o mezclar bien. Para un plato de 96 pozos, preparar 12 mL de Detector
de Trabajo. Deseche cualquier detector de trabajo restantes después de su

uso.

7.4.2 PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR EL ENSAYO.

1. Cubrir los micropocillos de la placa con 100 pl del anticuerpo de captura
diluido en buffer de revestimiento (Coating Buffer). Sellar la placa e
incubar toda la noche a 4°C

2. Aspirar los pocillos y lavar 3 veces con 300 pl / pocillo de Buffer de
lavado. Después del dltimo lavado, invertir la placa y sacudir sobre un
papel absorbente para eliminar cualquier volumen residual de Buffer de
lavado.
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3. Bloquear las placas con 200 pl/pocillo de diluyente de ensayo. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 hora.

4. Aspirar la placa y realizar los lavados como en el paso 2.

5. Preparar las diluciones del estandar y la muestra (sobrenadante
recuperado a las 48 y 72 horas) en el diluyente de ensayo. Ver el
Procedimiento para la preparacién y manipulacion del estandar de IFN-y
recombinante humano del presente protocolo.

6. Pipetear 100 pL de cada estandar, muestra y el control adecuado en los
pocillos apropiados. Ver disefio de placa de ELISA. Sellar de placa e
incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

7. Aspirar y Lavar como en el paso 2, pero con 5 lavados totales.

8. Afadir 100 ul de Detector de Trabajo (reactivo detector de anticuerpos +
enzima SAv-HRP) a cada pocillo. Sellar la placa e incubar durante 1
hora a temperatura ambiente.

9. Aspirar / Lavar como en el paso 2, pero con 7 lavados totales. NOTA: En
esta etapa de lavado final, humedecer los pocillos en buffer de lavado
durante 30 segundos a 1 minuto para cada lavado.

10. Anadir 100 pl de solucién de sustrato a cada pocillo. Incubar la placa
(sin tapa) durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

11. Anadir 50 ul de solucion de paro a cada pocillo.

12.Leer la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos de reaccion de
parada. Si la correccién de longitud de onda esta disponible, restar la
absorbancia de 570 nm a la absorbancia de 450 nm.

7.5 DISENO DE PLACA DE ELISA

A continuacion se muestra un ejemplo de la distribucion de las muestras de

sobrenadantes y los controles en la placa de ELISA.
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100 pg/mL| 1 ng/mL | 10 ng/mL|100 ng/mL|1.0 ug/mL| 10 ug/mL| ConA
11M01 25 pg/mL
LPS
100 pg/mL| 1 ng/mL | 10 ng/mL|100 ng/mL|{1.0 pg/mL] 10 pg/mL|1.0 pg/mL
18.8|pg/mL 11M02 RPMI
9.4|pg/mL
4.7|pg/mL
0|pg/mL
10 pg/mL 10 pg/mL 10 pg/mL ConA
1.0 pg/mL| 11F01 1.0 pg/mL| 11F02 1.0 ug/mL| 11HO5 25 pg/mL
0.1 pg/mL 0.1 pg/mL 0.1 pg/mL LPS
10 pg/mL 10 pg/mL 10 pg/mL 1.0 pg/mL
18.8[pg/mL  |1.0 pg/mL| 11501 1.0 yg/mL| 11K01 1.0 ug/mL| 11M02 RPMI
9.4|pg/mL 0.1 pg/mL 0.1 pg/mL 0.1 pg/mL
4.7|pg/mL 10 ug/mL| 12C01 0.1 pg/mL 10 ug/mL| 12€05 “
i
|
0|pg/mL 1.0 pg/mL 0.1 pg/mL 1.0 pg/mL J

Figura 5. Ejemplo del esquema del diseifio de placa de ELISA. Cada
concentracion de cada lote se realizd por triplicado. A) Los sobrenadantes de
los lotes resaltados en rojo (1M01 y 11M02) se obtuvieron a las 48 horas de
incubacion de células Jurkat clone E6 con el estimulo de EDL a las diferentes

concentraciones; mientras que B) los sobrenadantes de los lotes resaltados en

negro se obtuvieron a las 72 horas.
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13.Realizar las placas de ELISA necesarias para evaluar todos los lotes de

EDL. Repetir el protocolo a las mismas condiciones

Jurkat clona E6

Eee] A
=] @
o] &

™

Cultivos de células

<=

Curva de calibracion |

Sembrar en placas
de cultivo

00900000
00000000
00000000

00000000

ELISA

h Cuantificacién de IFN-y

Lotes de EDL
Incubar 72 horas
37 °C/ 5% C02
0.1-10 pg/mL

Control +: 25 ug/mL ConA

<=

|Control - : Medio RPMI|
Control LPS 1 ug/mL

Conservar a /

-70°C / Sobrenadantes

Figura 6. Esquema general de trabajo. Representacion que muestra los pasos

en resumen para llevar a cabo la cuantificacion de IFN-y en todos los lotes de

Transferon ® evaluados

8. ESTADISTICA

Se realiz6 un andlisis de varianza de 1 via (ANOVA de 1 VIA) seguida de una

prueba de bonferroni como analisis estadistico para determinar si hay

diferencias significativas entre los lotes de EDL oral evaluados y los controles

(P<0.05)
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9. RESULTADOS

Inicialmente se realiz6 una curva dosis-respuesta de ConA (mitdgeno
policlonal) para evaluar la produccion de IFN-y en células Jurkat clone
E6 (Grafica 1). En esta grafica se observa que con 25 pg/mL del
mitdgeno se obtiene aproximadamente 32 pg/mL de IFN-y. Por lo que la
ConA se utiliz6 como control positivo en la secrecion de IFN-y para los
experimentos posteriores.

Produccién de INFy por células Jurkat estimuladas
con el mitégeno Con A.

35
30-
25
20-
15

IFN y (pg/mL) + ds

101
5-

0"|'|-|-|-|.
O S5 10 15 20 25 30

ConA (ng/mL)
Gréfica 1. Curva dosis-respuesta para la produccion de IFN-y en células Jurkat
clone E6 mediante el estimulo con Concanavalina A (ConA). Esta gréfica
demuestra que las células son capaces de producir IFN-y cuando se tratan con

mitdogenos como la ConA como control positivo.

En la grafica 2 se muestra un ejemplo de la curva de calibracion del
estandar interno de IFN-y para la cuantificacion en los sobrenadantes de
células Jurkat clone E6, de IFN-y mediante la técnica de ELISA. Se
observa que la curva tiene una r* mayor a 0.90. La r? indica el grado de
asociacion lineal entre la variable y la respuesta por lo que a mayor
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indice de r? la cuantificacion de IFN-y serd mas exacta, lo cual
demuestra que el método es adecuado para la cuantificacion de la

citocina de interés.

Curvade calibracion de IFN-y

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0 1 v v v v 1 v v v v 1 v v v v v
0 100 200 300

Gréfica 2. Ejemplo de la curva de calibracion de IFN-y obtenida. Se realizé una
curva de calibracion por cada placa de ELISA que se efectud, y las muestras
de los sobrenadantes de células Jurkat se cuantificaron con la curva de

calibracion respectiva.

Para analizar si el Transferon® oral era capaz de inducir la secrecion de
IFN-y, se estimularon células Jurkat clone E6 con diversas
concentraciones de EDL oral, desde 100 pg/mL hasta 10 pg/mL. Otra
variable que se tomo en cuenta fue el tiempo de estimulo en las células,
por lo que se evaluaron estas concentraciones a la 48 y 72 horas. En las
graficas 3 y 4 se muestra el efecto del tiempo que duré la estimulacién
con el lote 11M0O1 de EDL oral, en estas graficas se observa que la
duracion del estimulo es importante para la secrecion de IFN-y, ya que a
las 72 horas se muestra mayor cantidad de secrecion de la citocina

evaluada.
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Producciéon de INFy por células Jurkat con Transferon oral
lote 11MO1 (48h)

IFN y (pg/mL) +ds

Grafica 3. Efecto en la secrecion de IFN-y en células Jurkat clone E6 mediante
el estimulo con Transferon® oral (EDL) del lote 11MOl1 a diferentes

concentraciones incubadas por 48 horas.

Produccion de INFy por células Jurkat con Transferon oral lote
11MO01 (72 hrs).

IFN y (pg/mL) +ds
N
o

Grafica 4. Efecto en la secrecion de IFN-y en células Jurkat clone E6 mediante
el estimulo con Transferon® oral (EDL) del lote 11MO1 a diferentes

concentraciones incubadas por 72 horas.
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En las graficas 4 y 5 se muestran las concentraciones utilizadas de
Transferon® vy los lotes que se evaluaron a las 72 horas y se observa
que la respuesta de la secrecion de IFN-y no es dosis- dependiente; sin
embargo, las concentraciones a las cuales se obtuvieron mayor
respuesta en la secrecion de IFN-y para los dos lotes de Transferon®
fueron 100 ng/mL, 1 pg/mL y 10 pg/mL(concentraciones reproducibles
para ambos lotes); por lo que fueron estas tres concentraciones las que

se evaluaron para los siguientes lotes de Transferon oral ®.

Produccion de INFy por células Jurkat con Transferédn oral
lote 11M02 (72h)

*kk

IFN y (pg/mL) +ds
N
NY
i

Gréfica 5. Efecto en la secrecion de IFN-y en células Jurkat clone E6 mediante
el estimulo con Transferon® oral (EDL) del lote 11M02 a diferentes
concentraciones incubadas por 72 horas. Por lo anterior los experimentos

posteriores ser realizaron solo a las 72 horas.

A continuacion se muestran las gréaficas de los resultados que se obtuvieron
evaluando los 25 lotes de Transferon® oral (EDL) con las tres concentraciones
propuestas. Se graficaron los datos resultantes interpolando en las curvas de
calibracion de IFN-y de cada placa de ELISA realizada. El limite de deteccion

del método utilizado es de 4.7 pg/mL.
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La linea roja punteada corresponde al limite de IFN-y utilizado como criterio

para la aceptacion de la secrecion de IFN-y de los lotes de Transferon® oral

(EDL).

A)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral

11D02 11E01

11D01

| ]
| ]
| ]
| ]
| ]
| ]
| ]
| ]
1
o
i

sp+ (Twy/6d) 4 N4|

B)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral
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C)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral
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E)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral
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Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral

**k%

*k%k

60
504

T T T
o o o
< M AN

sp+ (Tw/6d) 4 NI

103
0

12A01 12C01

11M02

64



G)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon oral

ARAX
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)

Cuantificacion de IFN-y en los lotes de Transferon

60
504
404 Fkk
304
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IFN vy (pg/mL) +ds
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12D08 12F09

Gréfica 6. (Grupo de graficas A- I). Efecto en la secrecion de IFN-y de células
Jurkat clone E6 al ser estimuladas con diferentes lotes de EDL (Transferon®

oral) y a distintas concentraciones.

60+
551
501
454
404
351
301
25+
201
15+
101

IFN y (pg/mL) +ds

Gréafica 7. Representacion de grupo de todos los lotes de EDL que se
evaluaron en la secrecion de IFN-y por células Jurkat clone E6. Se observa que
en promedio el tratamiento de Transferon® oral de 1 pg/mL produce una
secrecion mayor de IFN-y (14.2 pg) que las demas concentraciones del

hemoderivado utilizadas.
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11E02 11M02
11F01 12A01
11F02 12C01 11E01 11D02
11G05 12C03
11HO02 12C04
LOTES 11D01
11HO5 12C05
11J01 12C06
11KO01 12C07 11G04 11HO01
11KO03 12D08
11M01 12F09
SUBTOTA
20 2 1 2
L
TOTAL 25
% 80% 8% 4% 8%

Tabla 4. Clasificacion de lotes de Transferon® oral (EDL) en relacion a la
secrecion de IFN-y. El limite de deteccion del método utilizado para la
cuantificacion (ELISA) se utiliz6 como referencia para la clasificacion de los
lotes, 4.7 pg/mL, asi como el limite para la aprobacion de los lotes en cuanto a

su secrecion de IFN-y, 10 pg/mL. ND: No detectable por ELISA.
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Prueba

Secrecion de IFN-y en
células Jurkat

Sobrevida en modelo murino
de HSV-1

Concentraciones
de Transferon®
oral

0.1, 1.0, 10.0 pg/mL

2.5, 3.75, 5.0, 7.5 pg/mL

Especificacion

> 10 pg/mL

>70 %

Concentracion
Lotes de de IFN-y Dictamen % sobrevida Dictamen
Transferon® oral secretada
(pg/mL)
11D01 0.66 Rechazado 80 Aprobado
11D02 0.00 Rechazado 70 Aprobado
11E01 7.55 Rechazado 80 Aprobado
11E02 18.18 Aprobado 80 Aprobado
11F01 34.33 Aprobado 90 Aprobado
11F02 12.90 Aprobado 80 Aprobado
11G04 9.56 Rechazado 70 Aprobado
11G05 11.68 Aprobado 70 Aprobado
11HO1 0.00 Rechazado 80 Aprobado
11HO02 27.97 Aprobado 80 Aprobado
11HO05 53.89 Aprobado 90 Aprobado
11J01 19.44 Aprobado 70 Aprobado
11K01 29.12 Aprobado 70 Aprobado
11K03 18.80 Aprobado 70 Aprobado
11M01 34.18 Aprobado 80 Aprobado
11M02 22.72 Aprobado 70 Aprobado
12A01 14.15 Aprobado 70 Aprobado
12C01 31.94 Aprobado 90 Aprobado
12C03 11.38 Aprobado 70 Aprobado
12C04 16.10 Aprobado 80 Aprobado
12C05 27.23 Aprobado 90 Aprobado
12C06 11.66 Aprobado 70 Aprobado
12C07 11.63 Aprobado 70 Aprobado
12D08 16.00 Aprobado 90 Aprobado
12F09 20.22 Aprobado 90 Aprobado

Tabla 5. Relacién del dictamen de prueba biolégica que se utiliza actualmente

como control de calidad y la comparacion con el modelo propuesto de

secrecion de IFN-y en células Jurkat.
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Comparacion entre modelos para prueba biologica
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Gréfica 8. Relacion y comparacion entre el modelo de prueba bioldgica que se
utiliza actualmente para evaluar la potencia de Transferon® oral y el modelo
propuesto de secrecion de IFN-y en células Jurkat. Se observa que ambos
modelos son similares en la respuesta que tienen. Existe una correlacion del

89% utilizando una prueba estadistica t de student.
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10.DISCUSION

a) En este proyecto de investigacion se evalud la induccion de la secrecion

de IFN-y en células Jurkat (linea celular de células T transformadas
obtenidas a partir de LLA) estimuladas con EDL (Transferon ® oral).
Estas células de linaje T no son productoras de IFN- y, por lo que se
estimularon con diversas concentraciones de EDL (Transferon ® oral)

para analizar la secrecion de esta citocina inmunomoduladora.

b) Se utilizé 1 pg/mL de LPS como control negativo de secrecién de IFN-y

en células Jurkat. Esta reportado que el LPS induce la proliferaciéon en
linfocitos T primarios (PBMC) y en algunas células inmortalizadas (lineas
celulares) evaluadas a las 24, 48 y 72 horas a concentraciones de 0.1 -
10 pg/mL de endotoxina. Asi mismo Kanevskiy M.L et al, reportan que el
LPS a concentraciones entre 0.5 -4.0 yg/mL y en combinacién con IL-2
produce grandes cantidades de IFN-y en células NK. (118), (119), (120).

En los resultados se muestra que el LPS no estimulé la producciéon de
IFN-y ya que se tiene un valor muy cercano al control negativo de
secrecion de IFN-y (Células Jurkat con Medio RPMI complementado),
esto puede ser debido a que el fenotipo de la célula en comparacion con
lo reportado por Kanevskiy M.L et al es diferente y que el estimulo no se

lleva a cabo con II-2.

La Concanavalina A (mitégeno policlonal) se utiliz6 como control positivo
para la produccion de IFN-y, ya que esta reportado que al menos 5
pg/mL de ConA producen altas cantidades de IFN-y. En los
experimentos de la presente tesis utilizamos una concentracion mas alta
de ConA, ya que en experimentos previos (no se muestran) a
concentraciones mas bajas no se observaba un aumento significativo en

la secrecion de IFN-y por células Jurkat (121).
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d)

e)

f)

9)

En la gréfica 7 (conjunto de datos de las gréaficas) se observa los lotes
evaluados y la respuesta que tienen con el tratamiento de EDL oral a
concentraciones de 100 ng/mL, 1 pg/mL y 10 pug/mL. Existen lotes de
EDL que inducen la secrecibn de IFN-y con alguna de las
concentraciones evaluadas y existen otros lotes que no tienen respuesta

en la induccién de esta citocina.

Se observa que a las concentraciones bajas de Transferon® como 100
ng/mL y 1 pg/mL hay mas lotes que inducen la secrecion de IFN-y en
células Jurkat clone E6. (Grafica 8) y estas son significativamente
diferentes con respecto al control que solo son células en medio cRPMI

(medio RPMI complementado con 10 % de suero fetal bovino).

Existen reportes en la literatura que algunos extractos acuosos de
suplementos dietéticos con propiedades inmunomoduladoras tienen
influencia en la produccion de algunas citocinas proinflamatorias en
células Jurkat clona E6, sin embargo se observa en dicho articulo que la
produccion de IFN-y es nula en células Jurkat clone E6 estimuladas con
este extracto acuoso. En este articulo realizan una activacion previa de
las células Jurkat con PHA y después estimulan con los extractos
acuosos. (122). Esto contrasta totalmente con lo encontrado en esta
tesis, ya que nosotros observamos un aumento en la producciéon de IFN-
y cuando tratamos las células con Transferon ® (aun sin activar las
células en combinacion con algun mitégeno). Otra cosa de importancia
es que el tratamiento con extracto acuoso de la literatura se realiza con
concentraciones muy altas en comparacion con lo que se publica con
esta tesis (0.1-1 mg/mL vs 0.1- 10 pg/mL). Esto indica que la potencia
del Transferon ® oral es mayor que otros productos inmunomoduladores

similares.

Existen también reportes donde se observa las propiedades de
induccion en la proliferacion de células T (mediante Factores de

Respuesta a Interferén) (123) o interviniendo en la secrecion de IFN-y
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h)

)

que algunos compuestos 0 moléculas tienen. Compuestos como
gangliésidos que se afiadieron al cultivo de células T en combinacion
con PHA que refuerzan la secrecion de IFN-y inducida por PHA (124).
Quiza un compuesto analogo o similar de la estructura de un gangliosido
(esfingolipidos con cabezas polares muy grandes formadas por
unidades de oligosacaridos) esté presente en el Transferon ® oral y que
sea esto lo que promueva la secrecidén de IFN-y en células Jurkat. Esto
es muy arriesgado de decir y faltan experimentos para comprobar esta

hipotesis.

Como ya se ha mencionado el Transferon ® oral puede contener
ligandos de TLR’s que induzcan la expresion de IFN-y, ya que en
reportes de la literatura se ha observado que las células CD4+ expresan
TLR 2, 3 y 4 en niveles transcripcionales y ligandos de estos receptores
producen la expresion de varias citocinas, entre ellas IFN-y (39), (125).

En la tabla 4 se muestran todos los lotes Transferon® oral evaluados y
su respectiva concentracion de IFN-y cuantificada. Esta clasificacion se
realizd con respecto al limite de deteccién del método y se observa que
la mayoria de los lotes inducen la secrecion de IFN-y en un nivel alto
(80%), seguidos de los lotes de Transferon ® oral que inducen la
secrecion de IFN-y en nivel medio (8%) y s6lo el 4 % de los lotes
inducen la secrecion de IFN-y en niveles bajos; mientras que el 8 % no

induce la produccion de la citocina inmunomoduladora.

Las diferencias entre lotes de Transferon® oral (EDL) se deben a que, al
ser un hemoderivado, la materia prima puede ser distinta. La materia
prima son concentrados leucoplaquetarios que se obtiene de bancos de
sangre certificados y autorizados a partir de voluntarios sanos. Sin
embargo como se ha dicho, estos voluntarios han sido expuestos a
condiciones totalmente diferentes unos de otros por lo que la exposicion
a antigenos es variable vy diferente entre los individuos. Esta diferencia

hace que los extractos dializables leucocitarios (EDL) no sean
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homogéneos entre lotes y por lo tanto también se reflejen las diferencias
en los efectos biologicos de cada lote. Otro aspecto importante son los
pequefios cambios en el proceso de produccién que si bien se asegura
que no alteran el producto, si se ven resultados diferentes cuando se

evalian en modelos in vitro.

k) Actualmente en la prueba que se realiza como control de calidad para

evaluar la potencia bioldgica de los lotes de Transferon® oral se utilizan
ratones en gran cantidad (modelo murino de sobrevida de infeccidn
herpética con HSV-1), por lo que encontrar alternativas eficaces
utilizando lineas celulares en cultivo reduciria el uso de ratones,
impactando benéficamente en los costos y en los tiempos en los que se
corre la prueba, para dar de alta el lote evaluado. De la grafica 7
(conjunto de graficas) se estima que el 80 % de los lotes de EDL oral
evaluados tiene una respuesta positiva para la induccién de la secrecién
de IFN-y por lo que el 20 % restante puede ser evaluado con la prueba
de potencia biologica de infeccién de herpes con el virus HSV-1 en un

modelo murino.

En la tabla 5 y grafica 8 se observa que el modelo propuesto de
secrecion de IFN-y en células Jurkat tiene una correlacion del 89% con
el modelo murino de sobrevida de infeccidén herpética con HSV-1 que es
el actualmente usado como control de calidad para evaluar la potencia
bioldgica de los lotes de Transferon ® oral producidos en la ENCB. Esto
nos indica que una vez que este validado el proceso de la secrecién de
IFN-y en células Jurkat puede reemplazar el modelo que se utiliza
actualmente y asi disminuir el uso de animales de laboratorio que por
Norma (126) debe ser el niumero minimo requerido. Esto es debido a
gue solo se evaluarian el porcentaje (minoria de los lotes) que no

pasaron la prueba de secreciéon de IFN-y en células Jurkat.

m) La Ley general de salud (Articulo 222 bis) y la Norma de Emergencia

NOM-EM-001-SSA1-2012 de “Medicamentos biotecnolégicos y sus
biofarmacos” (127), (128), (129) exigen que para los medicamentos
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biotecnolégicos y hemoderivados se deben realizar los estudios
preclinicos y clinicos necesarios para demostrar la seguridad, eficacia y
calidad del producto. En este caso se realizd un estudio preclinico que
se establece como los estudios en animales o in vitro para demostrar la
calidad, seguridad y eficacia del producto y cuyos resultados pudieran
ser extrapolados a los humanos. Es de gran importancia que se cumplan
los requerimientos que establece la Secretaria de Salud para verificar la
eficacia del Transferon ® oral, y con los resultados observados
demostramos que al menos el 80% de los lotes que se evaluaron si

aprueban el estudio preclinico de eficacia.

Se establecié que 10 pg/mL es el limite de corte para indicar que los
lotes de EDL (Transferon ® oral) son inductores de la secrecion de IFN-
Y, Ya que se decidié tomar esta concentracion debido a que es la tercera
parte de la concentracion de IFN- y secretada por el control positivo,
ConA (29.5 pg/mL). Esta citocina induce un estado antivirico y es
antiproliferativa. Ademas, tiene varias propiedades relacionadas con la

inmunorregulacion.

(1) es un potente activador de los fagocitos mononucleares, por ejemplo,
IFN-y estimula la expresion de Mac-1, aumenta la endocitosis y la
fagocitosis por monocitos y activa los macrofagos para eliminar mejorar
la fagocitosis de microorganismos patdégenos y de células tumorales
eliminandolos mediante la emisién de intermediarios de oxigeno reactivo
y TNF-a (130), (131).

(2) En los linfocitos T y B, IFN-y promueve la diferenciacion. Mejora la
proliferacion de los linfocitos T activados, y es uno de los factores

naturales de diferenciacion de linfocitos B (132).

A parte de los efectos biolégicos que produce el IFN-y, esta citocina
como un marcador de enfermedades ha quedado demostrado en
distintas situaciones patoldgicas:
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- Infecciones: IFN- y se produce durante las infecciones virales. El IFN- y
es una herramienta de diagnéstico para distinguir la ascitis tuberculosa
de otra no tuberculosa. Los valores de IFN-y en el liquido pleural son
significativamente mas altos en pacientes con pleuritis tuberculosa que
en aguellos con pleuritis no tuberculosa, con una sensibilidad y una
especificidad del 100 % (133).

Los pacientes con lepra tuberculosa muestran una mayor proliferacion
de linfocitos y una mayor produccion de IFN-y en respuesta a una
estimulacién con Mycobacterium tuberculosis, en comparacion con los
pacientes con lepra lepromatosa y las personas sanas.

- Enfermedades autoinmunitarias: las mediciones precisas de la
produccion celular de citocinas, por ejemplo, IFN-y es importante en el
disefio y la supervision de la inmunoterapia de la esclerosis multiple
(134).

- Rechazo de trasplantes: la expresion de mRNA de IFN-y en el injerto
se produce en el rechazo agudo activo de un trasplante que precede al
rechazo clinico del trasplante, lo que brinda una herramienta de
diagndstico temprano para la deteccion del rechazo del trasplante (135).
- Alergia: la produccion de IFN-y mediante linfocitos aislados no puede
detectarse en pacientes con alergia a la leche de vaca, en comparacion
con las personas del grupo de referencia. Los recién nacidos que
desarrollan atopia producen una cantidad significativamente menor de
IFN-y al momento del nacimiento, en comparacion con los nifios que no
desarrollan atopia (136), (137).

- Diabetes: las células mononucleares de sangre periférica de personas
con diabetes tipo | recién diagnosticadas producen una cantidad
significativamente menor de IFN-y, en comparacién con los individuos
del grupo de referencia y los pacientes con diabetes de larga evolucion
(138).
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Debido a la gran diversidad de efectos biologicos de esta citocina
inmunomoduladora y que el 80% de los lotes evaluados produce IFN-y,
el analisis y la cuantificacion de IFN-y como prueba de calidad para
evaluar la potencia bioldgica puede ser una alternativa a la prueba
bioldgica que se utiliza actualmente, asi como la obtencion de IFN-y a
partir de estas células que posteriormente se pudiera purificar para
utilizarse en otros ensayos de investigacion o para su uso por la

importancia que tiene en la clinica.
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11.

0]

CONCLUSIONES

El extracto dializable de leucocitos (Transferon oral ®) a
concentraciones de 100 ng/mL, 1 pg/mL y 10 pg/mL induce casi
siempre la secrecion de IFN-y en células Jurkat clone E6 a las 72

horas de evaluacion.

Existen lotes de Transferon® oral (11F01, 11MO01, 11HO5 vy
12C01) que inducen mas la secrecion IFN-y en células Jurkat

clone E6 que el mitdgeno utilizado como control positivo (ConA).

El 80 % de los lotes probados del Transferon® oral dan resultado
positivo a la induccién de la secrecion de IFN-y en células Jurkat
clone E6. El 20 % de los lotes de Transferon® que no inducen la
secrecion de IFN-y pueden ser candidatos para utilizarse en la
prueba bioldgica del modelo de herpes (actualmente utilizado
como control de calidad), disminuyendo asi el uso de animales,

reduciendo los costos y el tiempo de evaluacion.

No se observa homogeneidad en la respuesta de la secrecion de
IFN-y con los lotes de EDL oral, esto puede deberse
principalmente al origen de la materia prima para producir el
Transferon® oral ya que son concentrados leucoplaquetarios

obtenidos de diversos donadores sanos.
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