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i terferén (IFN) desempeﬁa numer

.H‘s:l.stemas inmune Yy neuroendocrino. Desde su descrlpcién en ?57, :
han ' realizado . numerosas investigaciones _con la’. finalidad' de:
conocer, los distintos procesos en los cuales intewiene ‘por la’
=~ funcidén tan importante que tiene en la clinica, en-el:control de
-algunas enfermedades. .

" En el presente trabajo se utilizé como inductor de la sintesis
del IFN en humanos, un 4cido ribonucléico de transferencia
modificado (ARNt HAM), y para cuantificar sus niveles en el plasma
se utilizaron la técnica de inhibicién del efecto citopdtico
(IECP), que es una prueba que mide el efecto protector del IFN ante
una infeccioén viral, y la prueba de andlisis inmunoenzimatico ELISA
(Enzyme~Linked ImmunoSorbent Assay) en dos variantes: por
inhibicién y por método indirecto, las que se utilizaron para medir
los niveles de IFN-7. Adicionalmente, se realizd la medicicn del
FNT-a con ayuda de una técnica de ELISA por inhibicién. También se
determinaron las concentraciones de IgA, IgM e IgG y se estudid su
posible relacién con los niveles de IFN presentes en el plasma de
los sujetos. Encontramos que los niveles de IFN total, asi como de
IFN-r, sufrian un incremento posterior a la aplicacién del ARNt
HAM. Antes de la aplicacién del ARNt HAM los niveles determinados
por IECP fueron de 10 a 320 U/ml, y después de éste se didé un
incremento de 80 hasta 2560 U/ml; con la técnica de ELISA por
inhibicién las determinaciones realizadas fueron de 12.5 a 925 U/ml
de IFN-7 antes de la aplicacién del inductor y de 81.2 a 2,374 U/ml
después de este. La ELISA indirecta nos dié valores de 0 a 14 U/ml
antes del inductor y de 130 a 1,600 U/ml después de su aplicacién.
Los valores encontrados para el FNT-a van de 0 a 10.5 ug/ml antes
y de 7 a 10.5 pug/ml después de la aplicacién del ARNt HAM. Los
niveles de inmunoglobulinas no mostraron ninguna diferencia
significativa con respecto a los valores que se reportan en la
literatura como normales.

Se puede concluir que las técnicas de IECP y ELISA utilizadas,
permitieron una adecuada determinacién de los niveles de IFN e
IFN-7 presentes en el plasma de los sujetos estudiados, mostrando
buena sensibilidad, asi como economia y facil realizacién. Ademds,
que el ARNt HAM mostré un efecto claro en la induccidén de la
sintesis de IFN en los individuos a los que se aplicd induciendo
ademas, al parecer el incremento de otras linfocinas como el FNT-a,
sin alterar la produccién de inmunoglobulinas, 1o que permite
proponer la posible induccién de la tolerancia inmunoldgica. :




+ INTRODUCCION

inact ‘vado, que era capaz de proteger a un segundo cultivo celular

de cualquier infeccioén virica. Por esta capacidad de interferir’

con 1la duplicacién viral se le denomind interferén (IFN). 'Ahora se=

sabe que ‘se trata de una familia de proteinas clasificadas deﬁtro
de las linfocinas, que son capaces de mostrar diversos efectos
dentro de los sistemas inmune, neuroenddcrino, asi cbmo en otros
sistemas biolégicos.

Los primeros reportes acerca de la existencia del IFN datan
del afio de 1935, en que se comunicé que los primates infectados por
el virus atenuado de la fiebre amarilla, eran capaces de sobrevivir
a una infeccién posterior de este mismo virus en _su. fase
virulenta, este efecto de proteccién se le atribuye al IFN ya que
conocemos gque es la primera respuesta de defensa ante una agresién
del tipo viral. A este fendémeno de proteccidén se le denomind
"interferencia de virus". Se conocen también datos que indican que
los monos expuestos al virus del Valle del Rift poseian resistencia
al virus de la fiebre amarilla. Durante los siguientes afos, se
describieron numerosos ejemplos de este tipo de proteccidén tanto
in vivo como in vitro.

A partir de su descripecién,  se han realizado numerosas

investigaciones acerca de los difarentes_‘tipo:de IFN, las que han




e’leucocitos, el IFN-B o

de inﬂocitos.f A los dos primeros

sta clasificacibn se basa en

sus caracteristicas_fiéicbqui 1ca§iy antigénicas (2).

La forﬁé’de'oﬁgeﬂe: os d{féreﬁéé de acuerdo al tipo de IFN

que ‘se desea ‘aisla i ‘por-ejemplo, el IFN-a se puede obténgr

por medio de la infeccidn viral'de un cultivo de leucocitos del que’
se han caracterizado actualmente 15 subtipos moleculares (3) .. El

IFN-8 se obtiene cominmente por exposicidén de un cu;tivo'dé

fibroblastos a un ARN de doble cadena en presencia 'de;‘lds;

inhibidores metabélicos ciclohexamida y actinomicina D (4),'dé eséé

tipo de IFN es posible que existan 2 subtipos (5). Bl'iﬁﬁ-r, S se’
puede obtener por estimulacién de cultives .de linfocitos 7C§ﬁ 
mitégenos (6,7), antigenos u otros estimulos. No se han éesc;ito-
hasta la fecha subtipos de este. Es importante mencionar que se
describen inductores especificos para la produccién de 1los
diferentes tipos de IFN, Este panorama se ha ampliado y muestra
que un tipo de inductor puede ayudar a obtener diferentes tipos-de
IFN (Tabla #1), por lo que no existe un inductor especifico para
estimular la produccién de un tipo de IFN en particular.

Existen también otras diferencias en cuanto a ’1las
caracteristicas fisicoquimicas como: masa molecular, sensibilidad
a pH dcido y a la temperatura de 56 °*C (Tabla #2). ‘,”

Se conoce también la diferencia entre los distintos tipoé de

2




Tabla 1. Fuentes principales del lnterferon
y sus inductores

Tipo - Fuente principal Inductor principal
Alfa Leucocitos Virus, ARN de
doble cadena
Beta Fibroblastos Virus o ARN de
doble cadena.
Gamma  Linfocitos Mitégeno,antigeno.

{Tomado de Torrence, 1981}




Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del IFN

Tipo Masa molecular Labil a 56° C Labil a pH=2

Alia 18-20 kDa No No
Beta 23 kDa No No
Gamma 20~-25 kDa Si Si

(Tomado de Stites, 1988)




'genes estan en el cromosoma 6 y codifican para una proteina.d

‘masa molecular aproximada de 90 kDa (12).

En experimentos llevados a cabo con fibroblastos humanos e
IFN~B8 (13), se ha logrado bloguear la unién del IFN-T a su
receptor, por lo que en ese trabajo el autor propone que al menos
en este tipo de células el IFN-B y el IFN-71 si comparten el
reéeptor. Con relacién a esto, se han obtenido otros resultados
que indican que el IFN-r al unirse a su receptor en la membrana
celular, es capaz de inhibir la unién del IFN-a Yy del IFN-8 al
propio (14).

Se ha'reportado que la union del IFN-t ' con su receptor se
realiza en un tiempo promedio de 5 minutos a un temperatura de 37

*C con una concentracién de 150 U/ml. Estas condiciones se han



;esconocen en detalle, 1os mecanismos moleculares que . se

-f."_desencadenan al’ J.nt:eraccionar los distintos tipos de IFN con sus

E,,recept:ores + sin embargo, en relacién con algunos de los cambios

3 cqq_i,mj.cos .que. se: han ol:_aservado, se ha propuesto que se activan

vias de fransehalizacidn, como la del adenosin-3', 5' monofosfato
‘eiclico . (AMPc) (Fig. 1), o .la de los fosfoinositésidos (Fig. 2).
: bAl analizar los cambios bioquimicos en la célula, se observa que
existen'aumentos del gﬁanosin-s', 5' monofosfato ciclico (GMPc),
delyyAMPc, de la fosforilacién de proteinas, de la enzima 2-5
éden‘ilato sintetasa, de endonucleasas, proteincinasas, de 1la
éxpresién' de los antigenos del complejo principal de
ﬁisﬁocompatibilidad HLA-A y de la enzima 2~5 fosfodiesterasa. Por
el . contrario, se ha encontrade disminucién en la enzima
glucosiitransferasa, de la ornitina descarboxilasa, y un descenso
en el transporte de timidina, asi como disminucién de los &cides

qi'asos insaturados de la membrana (16).

En el anadlisis realizado de las proteinas obtenidas de
extractos de ceélulas estimuladas con IFN-a e IFN-r se encontré
que ambos inducen la sintesis de varios polipéptidos comunes, pero
el TIFN-7 induce ademds la produccién de 12 polipéptidos
adicionales, lo cual permite deducir que los dos tipos de IFN

tienen mecanismos de accidn tanto comunes como independientes (17),
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relacionando la gran semejanza que se encuentra en alqunos efecho

producidos por est:os tipos de IFN. )
Se ha reportado que el IFN puede inducir cambibs‘en:e

' celﬁlar, los cuales varian de acuerdo al tipo celu'larr’-‘ana’\l"’iia r
células leucémicas, etec.)(18). Lo anterior se~'pue'¢"]e‘ré1acivonér:
directamente con la actividad. antiproliferativa -y antitumo

los IFNs. Entre los fendémenos bioquimicos que desencadena

se encuentran los relacionados con su capacidad antiviral, que es

una de sus principales funciones (Tabla #3). ) S

El IFN se ha visto también relacionade con el sistﬁma
neuroendécrino. Se ha descrito que distintos tipos de hormonas son
capaces de afectar su sintesis y de mostrar efectos semejantes a
los producidos por el IFN. Entre ellas se citan a las hormonas
adenocorticotréfica (ACTH), norepinefrina y vasopresina. Asi mismo
se ha reportado que el IFN-a puede semejar la accién de la ACTH
(19) . Se ha encontrado también que los opioides enddgenos como la

B-endorfina pueden afectar la funcidén del IFN-c¢, y asi mismo que el

IFN-a puede unirse a receptores para este tipo de 'molé‘c_tilé's-,‘_');m B

mostrar un efecto similar al que estos opioides inducen (20).

Accidén del IFN en la inmunomodulacidn
Ahora se hara una breve revisién de los aspect'o's'd‘entro‘del_: 'éistema

inmunolégico en los cuales participa el IFN.




Tabla 3. Mecanismos antivirales del IFN |

Mecanismo

Efecto

Virus

Activacién de la
2-5 oligoadenilato
sintetasa

Activacion de la
proteincinasa de-
pendiente de ARN
de doble cadena

Inhibicién de la
metilacién del
ARNm nuevo

{Tomado de L6pez, 1984)

Degradacién de
ARNm y ARNr

Fosforilacion del
factor de inicia-
cién 2 (IF-2)

Reduce la efi-
ciencia para la
iniciacién de la
transcripcién

Encefalomiocarditis
Reovirug,Estomati-
tis vesicular {VSV)

Mengo, Reovirus
VSV

Reovirus, VSV




élulas’del  sistema - inmune como son ‘los macrofagos,

n ‘cito"s‘ By células. citotéxicas naturales (CN) se’

izar IFN.

Entre ellas podemos mencionar a las X

El campo en el cual se ha estudiado mas ampliamente .la
éctividad desempefada por'el IFN es la inmunomodulacién. El papel
mds importante en este campo lo tiene el IFN-r, que funciona a
concentraciones extremadamente pequeﬁas (picomoles). El1 IFN
interactua con la compleja red de las linfocinas, mediante 3
mecanismos: 1) induccién de otras linfocinas, 2) transmodulacién de
receptores de superficie y 3) en sinergia con otras linfocinas como

agonista o antagonista en varias funciones celulares (19).

Se ha encontrado que los tres tipos de IFN son capaces de
inducir un estado antiviral en las células, sin embargo, muestran
diferente potencia, ya que se ha reportado que en general es
necesaria menor cantidad de IFN-r que de los otros dos tipos (22).
También se ha descrito que de acuerdo al tipo de virus, éste puede
mostrar mayor o menor sensibilidad a uno u otro tipo de IFN (23).
Todos los tipos se han descrito como citostdticos para diversos

tipos celulares, tanto normales como tumorales (24). El IFN-T se




ipos: celpi@res . También

(26), asi como de

istocompatibilidad tanto de la clase I (CMH-I) como
! Por ejemplo, los tres tipos de IFN
tchrst‘:j.lpublarn la expresién del CMH~I. Por su parte, para el CMH-II el
) iFN—@i :y B8 pueden estimular y en otras inhibir su expresion,
‘lﬁirerntras gque el IFN-7 siempre estimula positivamente la expresién
de estos antigenos (28). Ademds se ha encontrado que el IFN-r

induce el aumento de receptores Fc en los macréfagos (29).

Se ha reportado que el IFN-r puede estimular o inhibir 1la

activacién de los linfocitos B (30). Los tres tipos de IFR{!

estimulan su proliferacién (31), y sélo el IFN-a~ ~y @l “IFN-y ™

estimulan la diferenciacion (32, 33), aprecidndose un mayor éfectb

de este ultimo mediador.
Los tres tipos de IFN pueden influir sobre . la

anticuerpos tanto positiva como negativamente (34, ;

aspecto es muy

importante mencionar que’ eli e



IL-Z),'y el factor de necrésis tumoral alfa

ico en diversos aspectos. Con respecto a este. \lltimc

‘fenémeno’ se’ ha encontrado que al aplicar ‘de manera combinada
distintos tipos de IFN se incrementa su capacidad antiviral, ast

~‘como.su capacidad antitumoral (38).

Se han descrito otras funciones del IFN, como la supresidn de
la activiplad hematopoyética (39), y el incremento de procesos
autoinmunes. Se ha asociado la deficiencia en la cantidad de IFN-t
con enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico,

la artritis reumatoide o enfermedades del tejido conectivo (40).
:El IFN puede activar o inhibir oncogenes (41, 42), activar a las
células endoteliales y mejorar desdérdenes mieloproliferativos al
aplicarse clinicamente, como por ejemplo, se ha visto que la
deficiencia en IFN~a va relacionada con algunas enfermedades como
las leucemnias.

Al IFN se le relaciona también con las vias supresoras que
participan ‘en 1la  hipersensibilidad de tipo- tardio, en las
reacciones .de injerto  contra huésped y del huésped contra el
injerto’ (43). Se le ha relacionado también con el desarrollo de la

tqlerénéia ‘materna hacia el feto (44), también se ha visto que la



_aplicacién dé “los ihdixétdx:'é‘s“

vpermanencla de 1os aloinjer‘

al actuar directamente sobre los linfocitos B.
existen 5 grupos principales de inmunoglobulinas en ei pié'émé

IgG, IgM, IgA, IgE e IgD; en donde los tipos IgG e IgA consﬁan

subtipos. Estos tipos de inmunoglobulinas cumplen ,di_st_ifn;;as
funciones durante una respuesta inmune de anticuerpos’ (47‘,:_.4'8)",1 _sé , 
pueden observar algunas de sus caracteristicas en el cuédro'-‘éz, ,,,l
La estructura badsica de una inmunoglobulina se puede f:hséryvalxjj en :

la siguiente figura. e

ik i,




lgG1 1gG2 1gG38  IgG4 IgM IgA1 1gA2 lgb igE

¥

Gadena Y1l Y2 1 Vs § Ya f 1 o i Q2 o €

pesada
fogena  BKANIK NKON KA KN KON KON KON KON
Masa mo-
lecular {kDa)

Coeficlente
e B TSI TS| 78§ 7S {185 7S { 7S | 7S 8Ss

taclén

Goncentra-
clénensue- f 3-10f 1-7 $0.2-2 §0.1-1.8 §0.6-2§0.7-2.870.1-0.6]0.006-0.2§0.00006

ro {mg/ml)

148§ 148 § 169§ 148 970 § 160 160 172 188

Activaclén de Complemento

Via clésica - + " - rer
Via alterna : + :

‘e
1+
z
o
+
*
+
]
)

Transferencla

por placenta * * * * - - - - -

Tabla #4.-Propiedades quimicas y bioldgicas
de las inmunoglobulinas
{Tomado de Hicks y Diaz,1988)



. presentar el IFN enddgeno inducido: con'
' sobrela produccién de anticuerpos en el 1ndiv1duo.

Se ha reportado que 1la aplicacidn’ del IFN después del
estimulo antigénico suprime la produccion ‘de anticuerpos; sin
embargo, también se ha encontrado que la inyeccién del IFN previa
al estimulo antigénico aumenta la produccidén de anticuerpos.

En relacién a la dosis se ha visto que las dosis altas
inhiben in vivo la respuesta de células formadoras de placas (CFP}
medidas por la técnica de Jerne, mientras que las dosis bajas

aumentan la formacién de placas. i

En un experimento realizado en ratones, en donde se mj.glié' 1

numero de CFP se encontro que la aplicacién del IFN, al mismo.:

tiempo que el estimulo antigénico producta un aumento’ en

respuesta temprana de anticuerpos (49).

En otro experimento, _,t__ambién «]eh; ratones



antigénico 'suprime
crito también que

numero de clonas

dos dias antes de la
isto, al evaluar

izan 'inductores

“Invitro: se’ encontrado. que al-:afadir’ el IFN-&¢ o B, o sus

]ihdq#:féfés “av cultivos de células de bazo de r'at:&n, antes, al mismo
'lﬁiempo o después que. el estimulo antigénico; “se obtiene una
‘supresion de la respuesta a la formacién de CFP (53).
o Se ha realizado la purificacién de linfocitos B, linfocitos T
y macréfagos, con la finalidad de realizar distintos cultivos en
donde se mezclan de manera diferente estos tipos celulares y en
ellos se ha visto, que la aplicacidn en estos cultivos de distintas
preparaciones de IFN, eran capaces de inhibir la formacién de
placas, por lo que se ha propuesto también la importancia de los
linfocitos T supresores o T auxiliares en la supresidén de la
respuesta de anticuerpos contra antigenos T-dependientes (54).
Ademds, se ha descrito que el IFN es capaz de seleccionar el
tipo de inmunoglobulina a secretar, en particular el IFN-r, ya que
estimula in vitro la produccion de IgGz por células B en reposo

estimuladas con lipopolisacdridos y se ha visto como un potente

11



isotipos IgGth, IgG1 e IgE (55).

imb rta: te papel en la estimulacién

“supresién de IgGi e IgE. Es capaz de

‘promover la misiénndé~componentes secretorios, los

as’ inmunoglobulinas tipo IgA e Ig,

'cuales son 1

ad mas que mejora la fagocitosis de complejos antigeno-anticuerpo

por macrbfagos (56) S

-Inductores de Interferdn

Un inductor de IFN es una molécula que al entrar en contacto
con los distintos tipos celulares que se han mencionado, estimula
la produccién de esta linfocina en ellas. Se conocen diversos
tipos de‘ inductores, entre los que se encuentran: antigenos
‘éuhOEales, virus, piotozoarios, bacterias, productos micrebianos,
ééidos nucleicos extrafos para la célula, asi como compuestos
-sintéticos como policationes, policarboxilatos y polinucledtidos,

-.-s-siendo-el-mds ‘utilizado el poly(I):poly(C).

S Uno de los primeros trabajos acerca del uso de inductores de
IFN data de 1953, donde se utilizé un ARN de levadura el cual se
aplicoé a ratones y fue efectivo para inhibir la infeccién por virus
MM. Posteriormente entre los afios de 1960 a 1970 se dié un gran
despliegue en la investigacién acerca de los inductores del IFN.
Por ejemplo, en 1964 se obtuvo un virus de naturaleza

polianidénica en un extracto del micelio del hongo Penicillium

12




§&g1_gni,f_e_;gm el cual fue. capaz devinhibz.r

Las_ caracteristica

ultiéiiqé_cién vi;rai

en cultivo de tejidos._

virus ; motivé : la investigacién

semejantes como poliacrilatos e induct

Entre los * aﬁos de 1965 ‘a 1957 Braun Narano ‘»(57)“, lograron
_incrementar la produccicn de anticuerpos en ratén usando complejos

‘de poii:;ribonucleétidos como el poly(A):poly(U) como adyuvantes.

: o sé han utilizado como inductores de IFN, ARN de origen viral
asi como’ diversos virus atenuados: por ejemplo el ARN de reovirus,
colifagos, bacteriéfago Ms2, asfi como el virus de la
ehcet‘alcmiocarditis, el del sarampién o el de vaccinia (58).
Ademds se han utilizado diversos inductores de origen microbiano,
entre los cuales se han mencionade bacterias gramm negativas o
endotoxinas preparadas de su pared celular, ademds de otros
microorganismos como ricketsias y protozoarios, y productos de
origen fungico (59). Los primeros trabajos que se tienen a este
respecto datan del aifio de 1970 en los que se utilizaron bacterias
como  Brucella, Escherichia, Salmonella, Vibrio, ete., y
protozoarios como Plasmodium y Toxoplasma, ademas de hongos tales
como Candida, Streptomyces y Alternaria.

En el afo de 1969 se encontrd gue un ARN homdlogo modificado
por tratamiento con &cido nitroso era capaz de inducir 1la

produccién de pequenias cantidades de IFN (60). Ademds, durante esta

época se trabajé con ARN de doble cadena tanto natural cqu

13



sinﬁégico,_guéchmo'se‘menbidné ahﬁér;brmentéuera cabéé'dg'pf§MQ;er7,,{
la'éiﬁtééié de IFN. isé ’tigécibﬁgé_paéfefydies se reéiizafob

con diversos cbmpuéétbs sintéticos, como el polY(i):polka)_qué‘esi
" un prcaucto derivado  del acido policitidilico ..y .del:.dcido:
péliinosinico, el cual semeja un ARN de doble cadena y reproduce la

que parece ser la principal caracteristica para inducir la sintesis:
de IFN'Yy que es la presencia Qe una estructura secundaria_cop un
gran numero de cargas negativas (61). Otros compuestos ainéétiéoﬁ

utilizados actualmente son los piranos, compuestos plasticos.(dcido

maleico y éter divinilico) que cumplen con este requisito.

Estos dos tipos de inductores mencionados se aplican
actualmente. Los resultados obtenidos acerca de su capacidad como
inductores de IFN son muy variados, entre ellos existen resultados
que se pueden considerar como excelentes, como ejemplo se tiene un
experimento realizado en ratones en donde 1la aplicacién de
poly(I):poly(C) provocaba la regresién de tumores transplantados
(62).

Se ha utilizado también el poly(I):poly(C) en el tratamiento
de afecciones muy diversas como: infecciohes bor protozoarios,
infecciones provocadas por los virus del herpes, sarampién y
varicela, entre otros. Ademas, como se menciond anteriormente se
utiliza en el tratamiento del céncer. Se ha descrito que este tipo
de compuesto activa el sistema reticuloendotelial. Sin embargo, su
aplicacién con fines terapeluticos en el hombre ha dado resultados

muy contradictorios. Por ejemplo, existen algunos reportes en donde
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estimulacion ‘ée 1

e obt:ener una 'buéhé
baja produccién de IFN (65) .

- incapaces de responder, es decif'

trabajando acerca de para t:r tar los’mas diversos

padecimientos. Se ‘ha utilizado, ’en combinacién con  otros
compuestos. como policarboxilatos, IFN—a,~ etc. (66), todo esto con
la finalidad de potenciar la sintesis del IFN.

La wutilizacién de 1los diversos  tipos de inductores
mencionados presenta problemas ;Ie);ido_a los efectos secundarios que
”pro'vécan‘ pof diversos motivos tales como una mala purificacién de
los mismos; como ocurre con los extractos bacterianos. También se
ha encontrado que algunos inductores sintéticos (piranos) tienen
una larga permanencia en el organismo y alcanzan niveles téxicos
para el individuo y provocan problemas como trombocitopenias (61).

Otro problema que se presenta es la sensibilidad del inductor

15




a 1a accién de las nucleasas celulares, [ 'ncontrado a1

utilizar A.RN virales y hamélogos, asi comc olinucledtidos. :

Por todo lo anterior se concluye que 1;— invgstiga;i¢n sobre
la. aplicacién de inductores,’ asi‘éomo el’b,,e'xpzA:ont’rarf‘ el “inductor
ideal tiene aun un panorama bastante amplio‘; sobre toiio bmientras se
siga desconociendo el mecanismo pﬁr el cual ée da la i)x"oduccién de

IFN.
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ANTE CEDEN tEE

tit to de Invest gaciones cientificas Hans Selye

ubicado ‘en avenida syan Bernabe No. 416- 1ood, COl.

‘n Jerénimo» idice en Mexico;=D.Fi se:aplican ‘desde’hace mis-de-30

anos’ tratamientos terapéuticos a “base de coenzimas, enzimas y:

F;ACidos n'cle:.cos, ademds’ de una ‘técnica de terapia celular,'éuya” e

: f:.nalidad es mejorar 1a calidad de vida de individuos ancianos, asi.i'

como la de pacientes afectados por padecimientos de diversa indole

(virales, degenerativos, hormonales, etc).

Cuando es necesaria la realizacién de implantes, transplantes
de células, tejidos u érganos, se tiene el problema del rechazo
inmunoldgico. Para evitarlo, se recurre al uso de
corticoesteroides o de otros inmunosupresores, como los rayos X,
globulina antilinfocito o agentes citotdxicos como la
ciclofosfamida, azatioprina y el metrotexato. Sin embargo, estas
drogas afectan profundamente el sistema inmunoldgico y provocan
diversos efectos secundarios. Como una alternativa se pensd en la
aplicacidn de un compuesto capaz de incrementar la sintesis del IFN
natural, el cual como ya se ha visto cumple un papel muy importante
dentro del .sistema inmunolégico, y ademds es capaz de promover el
fendémeno de tolerancia inmunologica, el que es un aspecto sumamente
importante que no se ha investigado a profundidad, y con el fin de

poder evitar, al utilizarlo, los efectos secundarios producidos por
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1o

riﬁonuqleiqq ransferenci

son” 1as in:i'.‘cia'les de
" estabilizé la:i
relacién  con - 1os

produccion de IFN

‘experimentales . que se.
del ARNt HAM,.  'al
publicacién:- L

1 - Se ha aplicado en pd;los
Newcastle, en~105iq'ue se obtuvo:un:
1o cual tal:vez se deba a.queise

despl ieQa ‘un'e feqi'.c". antiv




posible efacto comd——’*indi;cto

inmunologica,;  lo cual se:

67).

5 - En humanos el ‘aRN
tratamiento de problemas autoinmunes com

esclerosis miltiple, lupus

desaparicion del padecimiento viral, 1o, 3 : posible
produccién de IFN; ya que se observa uno de 1 '

como.lo es-el antiviral. (68).

7.- Se ha utilizado en humanos con la finalidad de evitar el
rechazo a la terapia celular (implante héterélogo y heterotépico de
médula 6sea e hipofisis) que se aplica, obteniéndos®¥ésultados
favorables al evitarlo, con lo que podemos proponer un posible

papel como inductor de la tolerancia inmunolégica. (69, 70, 71).
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erie de datos experimentale- y clinicos permiten

proponer qu »la molécula aplicada (ARNt HAM) interacciona, gracias

a _sus caracteristicas, con el sistema inmune 'y - que induce la

produccién de IFN - Ae manera que se manifiestan algunos de los

antiviral inmunomodulador y._.de.

) inmunplégica

efectos de éste como

:I.nductor de la to el

‘sin embargo, lotanteri x sélo pemite proponer la presencia .

del IFN en foma indirect:a, de aqui el interés por encontrar una
; forma directa Yﬁ cu;nti}:ativa gue nos . permita demostrar la
produccién del IFN con la aplicacién del ARNt HAM. En este trabajo
se aplicé el inductor, tanto a sujetos normales como en aguellos
_que mostraban algun padecimiento crénico. Como dato adicional se
decidié valorar los niveles de los tres tipos principales de
inmunoglobulinas las cuales también se encuentran relacionadas con

el procesoc de rechazo.
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i HI'POTES IS _

P éi la aplicaciéﬁ experimental ‘de cuaiquier dcido nﬁcléico
rexééeﬁo de déble cadena tanto homélogo como heterdlogo es capaz de
inducir la sintesis del IFN tanto in vitro como in vivo, proponemos
: Qué la aplicacién de un ‘ARNt HAM modificado de origen végatal
incremente los niveles plasmadticos de esta linfocina en humanos, y
lo cual modifique a -su vez. los niveles en el plasma de las

inmunoglobulinas de tipo IgG, IgM e IgA.

OBJETIVOS

1) Establecer las condicilones éptimas para la determinacidén
de los niveles de IFN en plasma humano mediante las técnicas de
inhibicién del efecto citopdtico (IECP) y la técnica de ELISA
(Enzyme~Linked ImmunoSorbent Assay).

2) Determinar 1los niveles plasmiticos de IFN total e IFN-r
en sujetos normales y en sujetos afectados de procesos
degenerativos que reciben ARNt HAM comc inductor de IFN.

3) Estudiar si existen diferencias en los niveles de IFN
total e IFN-r plasmatico antes, y durante el periodo de aplicacién
del ARNt HAM.

4) Establecer la correlacioén entre los niveles de anticuerpos
presentes en el plasma de los sujetos con respecto a los niveles
del IFN total que presentan, antes y durante el periodo de

aplicacion del ARNt HAM.
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}Grupo da estudio.
sa estudiaron 3. grupos:.el grupo I (control) integrado por 15

sujetos clinicamente sanos, - grupo . II 1ntegrado por 15 sujetos

algunos de  los cuales mostraban diverso tipos: de- afecciones y

ot acudian por profilaxis a, recihi

tamiento . (Tabla §5),

y el:'grupo III integrado por.. 8 suje 'oh;,qgréécerispicaé
similares a las: . del grupo IIZ(Tabl

recibieron ARNt HAM asi como

determiné unicamente el” IFN-

A los sujetos del Grupo I se les tomé unicamente una .muestra

de sangre periférica (5 ml) de la que se obtuvo el plasma,‘con el
objeto de determinar si existia IFN circulante sin la aplicacién
del ARNt HAM. El intervalo de edades va de.los 20 a los 35 afios
con una media de 28 afos. Este grupo se formé con sujetos de este
intervalo de edad porque fue dificil encontrar donadores

voluntarios con edades similares a los grupos experimentales.

En los sujetos del grupo II, el intervalo de edad va de los
32'a.los 72 afios con una media de 52.6 afios. A este grupo se le
tomaron huestras de plasma, antes y durante el periodo de la
aplicacién del inductor. Y se analizaron con las técnicas de IECP

y la técnica de ELISA por inhibicioén.
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Tépla 5. Sujetos del Grupo Il

‘Sujeto, # :_ Sexo Motivo de consulta Edad (afos)
3 B Profilaxis 71

M Ulcera duodenal 61

-F: Profilaxis 46
- F . Osteoartrosis 66

F Artritls reuma- 32
L tolde

zF:- Lupus eritematoso 47

§ slstémico -

F Oateoporosia 63
M Osteoartrosis 1) =
.F Artralgias 66"

"Motivo 'de consulta”

F Histiocitoma

, controlado ! E
Fo Profilaxis v69
UF Artritis reu- '

: matoide
F Profilaxis
F Profilaxis
F

Profilaxis

masculino

- fpﬁleﬁlﬁo o Mm




Tabla 6. Sujetos del Grupo Il

2 ‘Sijeto #  Sexo Motivo consuita Edad (afios)

- F Osteoartrosis &3

M Profilaxis 40
‘ F Osteoartrosis 61
F Profilaxia 41
F QOsteoartrosia 63
: F Neurosis y - . 40 :
gastritia
F Profilaxis 62
. F Neuroasis 63
M Control 40
. F

Control 41




flnalidad de’ probar otra’ variante

'reducir ‘en lo posible la degradacién que pudi ‘r
exlstente en:las muestras de plasma del qrupo II
g ;’eJ’. gmpo III de sujetos, los que se analizaron
ELISA indirecta. En este grupo el intervalo de edad:
40 ‘a los 62 afios con un promedio de 49.1 anos;?
Para obtener las muestras de plasma de los distin 08%S

se tomaron 5 ml de sangre periférica en 0.1 ml de- heparina en

condiciones estériles. Cada una de las muestras se centrifugév
entre 1,200 a 1,300 rpm durante 10 minutos. Se separé el plasma; el =~

cual se recolectdé en pequefias alicuotas y se congeld a =70 °C ﬁasﬁ;

su procesamiento.

En los grupos de estudio II y III se tomaron muestras a
diferentes tiempos: la primera antes de la aplicacién del ARNt HAM,
la segunda de una hora treinta minutos a dos horas después de la
aplicacién del ARNt HAM (200 mg en cada aplicacidén), tiempo que
transcurre entre la aplicacién del ARNt HAM y la aplicacién de la
terapia celular. En 8 sujetos se tomé una muestra de plasma 5 dias.
después de la primera toma, para determinar los niveles de IFN
total (IFN total se le denomina al IFN que se encuentra en el
plasma, siq hacer ninguna distincidén entre los 3 tipos de IFN que

se conocen) y de IFN-r.

Para el grupo II se tomaron muestras adicionales a los 5, 14,

21 y 28 diaé para realizar la medicién de 1los niveles de
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-Propagadiép'%irgl;:' :

Una ‘de 1gs‘priméras fésgsva réaiizai fﬁeria pfopagacién
_viralﬁ. Una monocapa confluente de células Véro’(apéndice 1), en
Béteiiaﬁdéiculéivo de 50 ml (NUNC), se infecta con virus de la
‘éstbﬁétﬂtisvvesicular (VsV) (apéndice 1), 500 ul de un concentrado
viral diiuido en'soo Bl de medio de cultive (RPMI, Sigma, Co.) con
suere de ternera fetal decomplementado (SFT, Sigma, Co.) al 10 %
,(RPMIE;O).,,;EI indculo se incuba por 45 minutos a 37 °C, al
terminar este tiempo se adiciona 1 ml mas de RPM1-10. Después de
comprobar el efecto citopatico (lisado y desprendimiento celular)
con .la ayuda de un microscopio éptico invertido (Olympus, modelo T~
641), a- las 24 hr aproximadamente, se recolecta el medic de
cultivo, lavando con este misme medio numerosas veces para
désprender el total de células del cultivo. El virus intracelular

se libera por medio de 2 ciclos de congelacidn-descongelacién.
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- La suspensién ohtenida se centrifuga (centrifuga  Beckman,
modelo FJ-6) por 10 mlnutos a 1800 rpm 'a una temperatura de 10
*C. Se recupera el.sobrenadante y se determina el titulo viral por
ensayo de placas. -El.virus se:fraééiona en pequefias alicuotas de

1 ml y se conserva a -7@ 'CF(REyCO).

=Titulacién viral.

El VSV se tituld por-: medio de un ensayo de microtitulacién en

placas (73) (fotografia 1),' en el cual “se’ realizan diluciones

seriadas del virus a partir de 1: 2. asta 1: 560. ‘De cada dilucién

se adicionan 50 ul a cada pozo de_‘ a caja de cultivo de 96 pozos

(NUNC), donde se sembraron:24 horas antes 30 000 células Vero.

cada dilucién se hace por. t 1plicado, 34 tres pozos a los cuales

sélo se adiciona medio - se: .usan como Cestigos. Las monocapas se

incuban durante 45 minutos' etlra:elbvi;us no absorbido por

medio de lavados con"‘ ‘fosfaﬁos (PBS) estéril

(pH—7 2) y se agreqan 2004 medio:de cﬁltivq con metilcelulosa

(Sigma, Cco. ) al 2%

Al comprobarée la apariciéngdelhéfeéto'citopécipo se retira
el medio con‘mefilcelulosa por succién. Se tifien las células con
cristal viqléta (Mérck, Co.) al 0.5% Xpeso/vélumen)' en metanol
{Merck, Co.) al 70% durante 15 mihutcs, se decanta el colorante y
se lava cuidadosamente con agua corriente para eliminar el exceso.

Se' realiza el conteo de las placas (fotografia 2) y se

calcula el titulo viral con la siguiente férmula:

25



(aumento 10X)

Fotografia 1.~ Placas virales

Fotografia 2.- Placas virales (aumento 20X)




titulacién de 1los plasmas, las diluciones
las 2 lineas verticales finales son los
horizontal es la curva de

Fotografia 3.~ Placa de
van de izquierda a derecha,
controles celulares. La ultima linea

titulacidén del IFN.




microcultivo celula

“medio Rﬁui_ib;

para el volumen de-un mililitro‘

~Téonica de Inhibicién del Efecto

de.. 96 de

placgéx pozos

<El’- procedimiento ‘se ‘realiz

en

ozo de una linea de la

b;Lbs pozos siguientes ya

placa ¢é‘tit‘1 2'ml.
ontie ilucién de la muestra se hace
fml}_de un pozo al siguiente de

je'la linea.

os: pozos se 11enan con 0.1 ml de RMPI-

10 que sirven como cont o ,.y. tros seis con 0.1 ml. de RMPI-10 que

func}gnpn como control viral;

Cada pozo se siembra con .3 x_10° células, provenientes de la
linea celular HEp-2 (apéndice 1), en un volumen de 0.1 ml de RPMI-
10, y se incuban a 37 °C por 24 horas. Al término de este tiempo
se retan con 500 unidades formadoras de placas (UFP) en 50 pl de

medio por pozo. Este mismo indculo se adiciona a los testigos

virales.
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El volumen fxnal de cada pozo es 0. 25 ml.
hasta que los’ testigos virales muestren dex ;
citopatico. Se retira el medio de cada uno’ de 1os pozos y se tine
“eon': colorante cristal violeta como en la titulacién viral.

I 3 titulc del IFN se lee como el reciproco ‘de-la dilucidén que
'd}é el 50% de proteccidén del efecto citopatico . en 1la monocapa
célﬁiar, es decir 50% de reduccién en el numero de placas virales
(fotografla 3). Un estdndar de laboratorio de IFN comercial
{(Sigma, Co), se incluye en cada placa para ayudar a determinar el
titulo absoluto de la muestra. La determinacién del 50% de
proteccién se puede determinar con y sin la ayuda del microscopio

6ptico invertido.

-Técnica de BLIBA
Con la finalidad de hacer mas especificos los resultados
obtenidos se usé la técnica de ELISA en dos variantes: el método
por inhibicidén y el método indirecto, ambas para la determinacién
del IFN-7. Adicionalmente se utilizdé una ELISA por inhibicién para
‘determinar los niveles del Factor de Necrdsis Tumoral-a (FNT-a)

(74).

-Metédo por inhibicidn
como primer paso se realizé la conjugacién con peroxidasa de
rdbano de 100 000 unidades totales (UT) de IFN~-7 comercial (Sigma,

Co.), segun la técnica de Avrameas (apéndice 2).
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: plac con ‘100 ul da albumina sérica bovina (ASB) (sigma, CO.) al 1%-

_en PBS .en cada pozo. durante 24 - horas. a 4 "c., Se repite el’
procedimiento de lavado. Mientras tanto se mezclan perfectamente
100 UT del IFN—T. marcado con 100 gl de una dilucidén de 1:100 en
PBS-T 0.1% del plasma, y se mantienen en agitacién durante 1 hora,
al terminar lo anterior se colocan 50 ul por pozo durante 1 hora a
37 *cC.
Se repite el procedimiento de lavado, al terminar se revela
con 4 mg de ortofenilendiamina (OFD) (Sigma, Co.) mas 5 pl de H,0,
al 30%, mds 10 ml de amortiguador de citratos (pH= 5), y se colocan
'2100 41l por ‘pozo.-
La reacciﬁn se detiene con 25 ul de H,50, 2.5 N por pozo y se

lee a 490 nm en ‘un lector de ELISA (Dynatech, Co.).

- Método Indirecto.
se utilizaron placas para‘EnISA de poliestireno (Maxisorb,
NUNC) de 96 pozos, que fueron sensibilizadas con cada uno de los

plasmas en una diluecidén 1 100 en PBS-T 0.05% durante 24 horas a




; anticuerpo conjugado

primer antlcuerpo, a una dllucién 1: 500 y: se- :mcubé durante 2,
horas a 37. *C.” Se 1avé nuevamente y se incubé ahcra con el
‘complejo streptoavidin-peroxidasa (Ammersham, Co) ,a una dilucien
1:500 a las mismas condiciones anteriores para finalﬁente lavar y
revelar de la misma manera que en la técnica anterior.

Tanto para el método por inhibicién como para el indirecto se
manejé una curva estandar, distintas concentraciones de IFN-71
comercial (Sigma, Co). Cada una“de las muestras se ensaydé por
triplicado y se calculé el resultado mediante extrapolacién en la

curva.

- Determinacién del FNT-a mediante ELISA por inhibicidén

Se marcan con peroxidasa como primer paso 2 ug 6 54 000
unidades totales (UT) de FNT-a (Sigma, Co.), de acuerdo a 1la
- técnica de Avrameas.

La placa de ELISA (Maxisorb, NUNC) se sensibiliza con una

dilucidén 1:250 del anticuerpo moneclonal 'anti-i‘N'r-u “(sigma, Co.),

en amortiguador de carbonatos (pH 6),:50 pl p'dr pozo durante 24
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horas'a 4 °C. ‘Se lava 5 veces con PBS-T 0.1% y 5 veces con PBS-T
0.5%.  Se bloénea con 100 ul ée ASB-PBS al 1% también por 24 hfs a
la ‘misma temperaturay- él»éémino se repite el procedimiento. de
lavado. Se mezclan 100 xl con una concentracion de 0.02 Hg 6 540

"UT del FNT-a marcado con 100 gl de-una dilucién 1:100 de. los:

plasmas en PBS-T . 0.1%,.se mantienen-en agitacién d'u;'avn‘“te;_'l hora a
37 *C, y se colocan 50 pl por .pozo también giurante .1-hora a
Se lava y se procede a'vrevelaricp'mo en'las téc icasd jEILISA

gue ya se mencionaron.’

- Determinacidn da Inmunoglobﬁling.

Se determinaron los tipos Ig(;
clinico del Hospital Regional XXV del 1MSS
H~10. :

- Pruebas Estadisticas

Se realizé el analisis’ n

computadora Mackintosh Elas:si;
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10° U/ml, 5 pacientes tuvieron 20 unida

'unidades, uno 80 unidades, - otrc ‘mas 160 unidades n_ los; \lltj.i_.mois;'

3 pacientes se encontraron 320 unidades.

Los valores de IFN obtenidos en nuestro estudio_ n 1os grupos
I, II 'y III antes  de. la aplicacién del inductor,- se.. pueden

considerar dentro de 1os 1imites normales previamente reportados;

por ‘otros autores . (75 ‘No' sel encontraron !

estadisticamente signi'icativas,' al cnmparar 1os titulo

prﬁéba de IEC? o

se encontro en 2 casos, cuyos valores
o :aumentaron a 80 U/ml En ocho sujetos se tuvo un incremento de 160
a320 U/ml y en cinco sujetos se observé X mayor incremento en los

mveles ,de‘vIFN,vcuyos valores fueron de 640 a2, 560 U/ml Como se

_obseﬁa', el 94% de los pacientes mostréd un ‘au ento en los niveles: "
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Tabla 7. Determinacion de IFN
por la técnica de IECP (Grupo I)

Sujeto # Valor (U/ml)
1 64
2 32
3 64
4 84
5 32
6 32
7 64
9 32 X= 63 U/ml -
10 32
11 40
12 80
13 160
14 80




Tabla 8. Determinacion de IFN |
por la técnica de IECP (Grupo li)
Sujeto # Muestra 1+ Muestra 2+
antés después

1 40 160
2 20 320
3 20 160
4 320 320
5 40 160

-6 10 80 G
T 20 x=94 U/ml 820 x=565 U/ml
8 320 1280 c
-9 10 160

.10 20 640

o1 ‘ 320 1280
12 20 320 o
13 10 80 p= 0.016
14 160 640 Ry

BER TR 80 2560

+ Valor en U/mi . )




estadisticamente ‘signif icativo (p=

_grupo se obse v IF!
g 'sufrieron an descenso; “con 'reépécto ‘a©lai-muestra ‘tomada‘ralas: 2

'hcras de la aplicacidn ‘del’ ARNE . HAM:' sé' éz}recié» que 2 7éﬁjé£95

: tuvieron un descenso' ,: del 50 % del nivel inicial, sin-

,embargo, en’6 pacientes

de II-‘N se. mantuvi o: estables

o por encima de 1os n:.veles basales (muestra 1) en cada :md:.viduo

(p= 0.005).

En el estudio realizado a un su]eto testigo (gréf;ca #1), a’
quien en cada apl;cacién, se le administraron 200 mg del ARNt HAM,
se pudo ubservar una: respuesta posit).va en la induccién de IFN
total determinado por medip de la IECP. El valor inicial de IFN fué
de 40 U/ml, el cual se elevé hasta 320 U/ml con la primera
aplicacién del inductor. Con la segunda aplicacién del ARNt HAM se
obtuvo un “incremento--hasta de 2,560 U/ml, que fue seguido de un
descenso posterior (48 horas después) hasta un nivel de 320 U/ml.
Después del tercer y 1iultimo estimulo, se observé un nuevo
incremento de 1280 unidades, -y un descenso posterior hasta 640

unidades en la ultima:muestra.

En el g:upo,i".tI, v"édnfp:jmadp-’por- 15 pacientes con ‘diferentes

procesos inflaﬁaééxj 'ré_n,i'.,cos, se’ encontré 'que  los - niveles

basales de IFN-f.antes de la aplicacién del. inductor .variaron de
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Tabla 9. Determinacién de IFN
por la técnica de IECP (sujetos grupo )

Sujeto # Muestra 1
4 320

5 40

7 20

8 320

9 10

10 20

12 20
14 160

Muestra 2

320
160
320
1280
160
640
320
640

Muestra 3
80
320
80
320
40
320
80
40

p= 0.005

+ Valor de cada muestra en U/mi

En esta tabla

se observan los

valores obtenidos en 8

sujetos, en donde la muestra 1 es antes del ARNt HAM, la -
muestra 2 es a las 2 horas de su aplicacion y la tercera
muestra que corresponde a el registro a los 5 dias de la
aplicacion de! inductor.




Grafica 1.Determinacion de IFN
por la técnica de IECP 2

l Aplicaclon:ARNt,

1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

«= Registro a las 2 horas de la aplicacion del inductor




‘:-_;omo nanogramos (76), en condlclones normales (tabla

: hallazgos puden explicarse en parte, debido a que 1 ' c '\ nt acién v;;:ﬁ

“’basal elevada de IFN-t puede asociarse con el -tipo:- de padecimiento;l'

.que muestran los distintos sujetos estudiados (tabla #5) (39,-40){ -

Déspués de la aplicacién del ihductor, los valores de IFN-T

se encontraron en un intervalo que fue de 81.2 unidades a 2,374'
unidades. Once de quince sujetos (73%) mostraron un incremento en
los niveles de esta linfocina, después de la administracién del
ARNt HAM. En unco de los casos no se encontrd ningun cambio en-la:
produccién de IFN y en 3 los niveles iniciales descendieron, 1los
padecimientos que muestran estos 4 ultimos.sujetos son artritis
reumatoide, osteoporesis y un histiocitoma controlado. El anilisis
estadistico demostré que las diferencias encontradas, antes y
después de la aplicacién-del ARNt -HAM, fueron significativas (p=
0.05) .

En la tabla # 11 se muestran los niveles de IFN-r obtenidos
mediante la técnica indirecta de ELISA correspondiente a los

sujetos del grupo III, constituido por.8 sujetos que presentaron

diversos problemas de- salud (tabla 6) Yy 2 testigos. Se encontrd que




Tabla 10. Determinacion de IFN-gamma
por la técnica de ELISA por inhibicion
( Grupo It}
Sujeto # Muestra 1 Muestra 2
1 12.5 2374.0
2 81.2 462.5
3 337.5 400.0
4 206.2 462.5
5 500.0 500.0 algnificancla
‘6 187.5 625.0 estadiatica
7 87.2 812 p=0.05
8 109.3 143.8 S
/9 109.3 400.0
300.0 250.0
750.0 875.0
925.0 212.5
187.5 500.0
80.0 400.0
87.0 437.5
Valor-en U/mi: -




Tabla 11. Determinacion de IFN-gamma
por la técnica de ELISA indirecta

Sujeto #

T a0 e

(Grupo 1)

Muestra 1
(U/ml)
2.5
0
2.1
3.9
0
5.0
14,0
A0

Muestra 2
(U/mi)
500
130
390
580

0
1600
-1500
1000

RN RN |




re uesta relacionada ditectamente con ‘la licacién del inductor.

“El nivel basal inicial fue de 6.8 U/ml incrementandose hasta 875
U/ml después de la primera aplicacidén del ARNt HAM, esto fue
sequido por un descenso hasta 109 U/ml. Con la segunda aplicacién

~.del.inductor, se observdé un nuevo.incremento hasta 875 U/ml con un

descenso posterior a 110 unidades. Finalmente, con la tercera
aplicacidén del inductor se encontré un nuevo incremento de los
niveles de IFN-r a 875 U/ml, obteniendose en la muestra final uﬁ

registro de 171 U/ml.

Al comparar los datos obtenidos medlante la; técnica de IECP Yy

a través del ELI R ) ‘hibicién para el sujeto tes ‘, s_'g"




“observé una; b\iena’ corfeiacién .entre ambas técnicas. Las diferencias

lores encontrados, se pueden atribuir a las

car acteristicas propias de cada prueba, como son la sensibilidad y

bespecificidad, ya que mientras en la ELISA medimos la cantidad de

IFN-r, en 1a IECP detectamos la actividad bioldgica de los tres
tipos de IFN que pudieran estar presentes en la muestra biolégica.
(graficas 1y 2y, : :
_Se" realizé el Anansis estadistico (ANDVA)

“entre 'i_‘”"-
resultados obtenidos antes y después de la aplic 1 SEon
- con "las dos técnicas, para el grupo ifex;:err;nc;if'asr
- significativas’ entre ellas (p- 0. 0001)
) Como  prueba adicional se 11ev6 ‘a: cabo la determinacién del
Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNT—a) ’ ya que se conoce que esta
linfocina se encuentra muy rg;éqionad& con el IFN, en especial con
el IFN~r (77). Estas determinaciones se realizaron por una ELISA
por inhibicién, tanto en el sujeto testigo como en los 15 sujetos
que forman el grupo II. El comportamiento que siguié en estos
sujetos fue similar al observado para el IFN-t (tabla #12). Asi se
observa, -que--los valores basales se encuentran entre 0 y- 10.5
uq/ml; En la segunda muestra después de la aplicacién del ARNt
HAM, 195 niveles se encontraron en un intervalo que va de 2.25 a
710.5 ug/ml. Sélo 7 de los 15 sujetos mostraron incremento en los
niveles  iniciales (46%) y 8 no tuvieron ningin cambio. El
andlisis estadistico mostré que las diferencias encontradas, entre

los valores obtenidos antes y después de la aplicacién del

induci;oi;:, son estadisticamente significativas (p= 0.0191).
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Grafica 2.Determinacion de IFN—gamMa
por la técnica de ELISA por inhibicién

U/ml

1000
l Aplicaclon ARNt

= 800

600

i+ 2 3 4 5 6 71 8 9
Tiempo (dias)

Cioem Registro a las 2 horas de la aplicacidn del inductor




Tabla 12. Determinacion de FNT-alfa
por la técnica de ELISA por inhibicion

{grupo I
Sujeto # Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
antes después 5 dias
1 0 7.0 ND
-2 10.0 10.0 10.0
3 1.25 2.25 6.75
V4 10.5 10.5 ND
5 10.0 10.0 ND
C e - 1.25 10.5 ND
Tk 0 10.5 ND
g .50 9.50 ND
9 i 6.75 6.75 ND
2107 8.75 8.75 ND
S E 10.0 10.0 ND
12 . 2.50 7.25 ND .
13 0 7.50 ‘ 100"
14 4] .7.00 . ND .
15 2.50 2.50 . :

(ug/ml)

ND=no determinado Sianificancia estadistica p= 0.0191° -




incremento hasta 10 5 uq
ARNt HAM, se: observé un: nuevo incremento

valor-sufre.un descenso hasta 7.5 ug/ml en la muestrabfinal.

La determinacién de los niveles de anticuerpos se realizé en
los 15 sujetos del grupo II, a quienes se midieron los niveles de
IgG, IgA e IgM (tabla # 13). Se tienen 8 sujetos a los gue se
tomaron 3 muestras, 4 sujetos a quienes se tomd 4 muestras y 3
sujetos con 6 muestras. Con excepcién de los sujetos 13 y 14
quienes mostraron niveles basales elevados de anticuerpos IgG, lo
que se atribuyd a un proceso infeccioso que mostraron ambos casos,
no se encontraron alteraciones en los niveles iniciales o en los
posteriores a la aplicacién del ARNt HAM. Al realizar el analisis
estadistico de los datos encontrados, no existieron diferencias
significativas en los niveles de inmunoglobulinas en los distintos
tiempos de ﬁuestreo, al comparar con los niveles reportados en la

literatura como normales en el humano.

36



Gréafica 3. Determinacion de FNT¥aifa"_
por la técnica de ELISA por inhibicion

ug/m}

127 l Aplicacion ARN

104

Tiempo (dias)

«= Registro a las 2 horas de la aplicacion del inductor




Determinaciéon de Inmunoglobulinas (Grupo 1l)

1gG (mg/dl)

No. de Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
muestra 1213 1157 1600 1467 1128 1128 903 1467

1 1128 1157 1608 1439 1185 1128 931 1693

2 1185 1241 1608 1467 1100 1439 931 1495

3 1100 1495 1128 1269

4 1411

5 1382

6

Paciente 9 10 1 12 13 14 15
1126 1269 1326 1467 2172 2475 1411

i 1157 1269 1326 1467 2172 4444 1467

2 1128 1184 1350 1128 1717 3838 1298

3 1693 1717 2172 A

4 1586 2222

5

Tabla #13a



Determinacion de Inmunoglobulinas (Grupo Il)
IgA (mg/dl)

No.de  paciente 1 2 3 4 5 6 1 8
muestra
] 344 129 420 430 215 368 289 164
313 129 424 405 209 362 289 193
313 129 448 418 209 160 282 178
307 405 196 454
350
356

D O W N

Paciente 9 10 1 12 13 14 15

204 258 215 147 278 455 337 |
285 264 215 147 283 394 356
289 278 209 387 283 414 319

178 167 455

160 404

O s WD =

Tabla # 13b



Determinacion de Inmunoglobulinas (Grupo II)
IgM (mg/dl)

No.de  pagientet 2 3 4 5 6 7 8
muestra
] 120 110 110 160 197 43 43 117
5 113 107 113 153 183 43 43 120
3 127 120 113 157 177 113 43 117
4 120 157 177 60 L
5 o 130
’ 6 - ,‘i . 123

~ Paciente® 10 11 12 13

. 17 121 43 120 250
, 120 138 40 110 253
. 17 117 43 47 253
_ 147 262
g 127 353

Tabla # 13c



brscuszon

El IFN es una de las linfocinas cuyo estudio ha recibido ‘gran
atencién por su participacién en la inmunomodulacién, asi como porv
‘sus efectos en otros sistemas biolégicos, como el neuroenddécrino.

B Igual que otras moléculas de este grupo de mediadores solubles, el
. If‘N y especialmente el IFN-r es producido en pequefias cantidades:
: prinéipalmente por los linfocitos activados. Los reportes sobre la
concentracién plasmatica oscilan de <10 U/ml hasta 300 U/ml para el
IFN total, en tanto que las concentraciones del IFN-7 ' “se‘han’
reportado en nanogramos (76). Por otra parte, su déﬁerﬁihaéiéﬁ

puede ser extremadamente dificil, ya que la  variacién':ien su(

concentracién en las diferentes condiciones patolégica"

Por ello, se requiere que el estudio del IFN se _reali

determinacién del IFN total. Esta  prueba“ pemit

ividad bioléqica del IFN med:.ante el estudi

~efecto antiviral empleando células susceptibles + '(HEp-é) a‘‘la
gon el virus de la estomatitis vesicular (VSV) . La.accién

del efecto citopatico por el IFN con ' este método,

niveles tan bajos de IFN como 2 U/ml (78), al

':‘api;car,egte tipo de estudio en diferentes muestras bioldgicas,

como: seria’el’sobrenadante de cultivos celulares, o en distintos
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La segunda técnica que utilizamos fue la de ELISA, la cual = '’

bl;iede detectar hasta nanogramos y aun picogramos (74, 79) mediante-
clertas modificaciones de 1la prueba, en la que se utilizan
cofactores para las enzimas, sustratos fluorescentes, mds de un
anticuerpo monoclonal, etc. Este tipo de andlisis se basa en la
propiedad de las enzimas de poder ser marcadas con antigenos o
anticuerpos en forma covalente, sin que el conjugado resultante
plerda sus caracteristicas de reactividad inmunolégica o
enzimédtica. En este trabajo se utilizaron dos variantes de la
técnica de ELISA, observandose en ambas un cambio notable en el
nivel de IFN-r circulante después de la aplicacién del ARNt HAM,
Uﬁa Vde ellas fue un sistema de inhibicidn en la que se empled un
anticuerpo monoclonal para sensibilizar los pozos de la placa de
ELISA e IFN~r marcadoc con peroxidasa. Su realizacién permitid
deternminar _concentraciones de IFN-r en el plasma de los sujetos en
intervalos que van de 12.5 a 925 U/ml antes de la aplicacién del
inductor, hasta mads de 2,000 U/ml después de la estimulacién con el
ARNt HAM. En tres sujetos, sin embargo, encontramos que se da un

descenso en los niveles basales después de la aplicacién del
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sto. lo podemos relacionar con u

apatacién por las células del IFN-1 circulante

sihilidad al inductor utilizado. :

I;a ELISA indirecta fue de mds fdcil realizacibﬁ, ya que la
Q_éca’ ‘se ' sensibilizé directamente con el plasma y la concentracién
- der IFN~t se determiné con el anticuerpo monoclonal y un segundo
7 éf\ticuerpo marcado con peroxidasa. Los limites de determinacién de
esta prueba fueron de 1 a 14 U/ml antes de la aplicacién del

“inductor y de 130 a 1,600 U/ml después del empleo del inductor.

‘Con respecto al uso de inductores, tenemos que los primeros
intentos por utilizar inductores de la produccién de IFN se
remontan al aRo de 1950, cuando surgieron diversos tipos de
moléculas capaces de producir este efecto en estudios realizados in
vitro y posteriormente in vivoe. Algunas moléculas como el ARN
viral, extractos bacterianos, etc, fueron utiles para favorecer la
activacién in vitro de linfocitos, macréfagos, fibroblastos, etc,
y asi incrementar la sintesis de IFN. En contraste, al realizar la
aplicacién in vivo en humanos, se encontraron diversos problemas,
ya gue algunos de estos inductores producian algunos efectos
secundarios en el paciente, como toxicidad y trombocitopenia. Por
otro lado, las moléculas utilizadas podian ser neutralizadas por el
sistema inmunoldgico antes de disparar la produccidén del IFN. Entre

los agentes que se han estudiado como inhibidores de esta linfocina
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CdaléS'puedenlfhéoéitar y degradar al

las »nucleasas celulares, gque son

,inhibidoras naturales Y. las proceasas de los fluidos biolégicos
;(80) que pueden suprimlr la actxvidad bioldégica del inductor.

”t El ARNt HAM, que se empleo en el presente trabajo, es un
<-producto de origen vegetal que se encuentra bloqueado en la zona
activa ' (de transporte del aminodcido) y en la zona del anticodén,
su’ estructura secundaria asi como su masa molecular reunen los
requisitos fundamentales para poder promover la produccién del IFN
(81) . Los resultados de este trabajo muestran gue los niveles de
IFN total e IFN-r se elevaron en los sujetos come respuesta a la
aplicacién del inductor ARNt HAM de una manera estadisticamente
significativa. La mayoria de los sujetos no solo mostraron un
incremento de la actividad bioldgica del IFN, detectado mediante la
prueba de IECP, sino que estos niveles permanecierén elevados en
algunos de ellos incluso 5 dias después de su aplicacién.
Paralelamente, la determinacién de IFN-r por ELISA nos mostrod una
elevacién de esta linfocira en la mayoria de los sujetos.

Algunas de las ventajas gque pueden obtenerse con el empleo
del ARNt HAM, sobre los otros tipos de inductores de IFN
actualmente en uso, son: A) gue el estimulo se puede mantener por
mads tiempo ya gque como se observa en los resultados, se logran
niveles por arriba de los registrados antes de la aplicacion del
inductor hasta los 5 dias, en comparacién con los policarboxilatos
Yy los polinucleétidos en los que se pierde el efecto a las 24

horas de su. aplicacién, lo que puede ser debido a diferentes
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:pollnucleétidos que va de 1 . mg/kyg . de peso,ien dénaé el“iimite‘

"V'méximc es-de 27 mg/kg, lo ‘que - produccién de IFN -de-2, 000-a
19,000 U/ml. Sin embargo,' en el caso -de‘los policarhoxilatos para
ébtener un incremento s:.gm.f:.cativo en -la  sintesis de IFN se
necesitan concentratnones de 100 a 1000 ng/kg lo cual limita su
util:.zacién en humanos por ‘su toxicidad (66) . Se puede considerar,
.. por lo, tanto, que las concentraciones utilizadas de ARNt HAM en
,.Végte“t’rab'ajc‘:, se encuentran denﬁro de los limites de aplicacién de
los inductores en general, con la ventaja de que la mayoria de los

sujetos responden a su aplicacién.,

C')' Se observe que ‘el ARNt HAH

significativa de IFN total en todos:'lo
los polinucleétidos, cuyo . princip
uniformidad en la producdién‘de IF!

que se aplica.




de :IFN se ma iene por. mas tiempo con relacién a.lo

reportado para otros tipos de 1nductores, ya g qua aungue su

"'..:aplicacién se realizé a 1as 72" horas ‘y a“las- 96 -horas, estos
: niveles no descendieron por abajo de 1os niveles encontrados antes

de, vla admxnistracién del inductor. : Esto sugiere que las
“caracteristicas del ARNt HAM, hacen que esta molécula pueda sexr una
buena alternativa para estimular la produccién de IFN.

'E) Ootro aspecto jimportante, es que en cada aplicacién el
sujeto responde con un nuevo incremento en los niveles de IFN total
e IFN-7 sin perder la capacidad de respuesta ante un nuevo estimulo
.con el ARNt HAM, lo que contrasta con la perdida de la produccién
de IFN que se reporta con el uso repetido de los polinucleétidos
sintéticos. También es interesante que el incremento especifico del
IFN-T con la aplicacién del ARNt HAM, contrasta con el gran numero
de trabajos previos, que reportan que inductores como 1los
polinucledtidos incrementan principalmente al IFN-a e IFN-B,
‘requiriendose de otro tipo de moléculas adicionales para lograr la
produccién del IFN-r (83, 84).

F) oOtra caracteristica importante del ARNt HAM como
inductor de IFN es que el incremento en la produccién de esta
‘linfocina ocurre en un tiempo menor con respecto al requerido por
otros tipos de inductores. En el presente trabajo, detectamos un
canbio en los niveles de IFN a partir de las primeras 2 horas
posteriores a su aplicacién, lo que comparado con las 8 6 24 horas
necesarias cuando se aplican los polinucleétidos, constituye una

diferencia significativa (83).
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e emo' considerar que cada sujeto

asales .de produccién de.

osﬂ, sujetos ancianoes estos no

,necesariamente pierden 1a capacidad de producir algunas linfocinas,
“como 1a IL—1, pero ‘st disminuye la capacidad de respuesta celular
a"‘ los distintos tipos de estimulos de este tipo. Ademds, en algunos
vsu_j:etos con enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes, el
IFN-7 puede tener un papel en la produccién de dafio tisular, ya que
a este tipo de linfocina se le ha relacionado con los procesos
inflamatorios localizados (85, 86), y se le ha implicado ademds en
diversos procesos degenerativos y autoinmunes, asi como en 1la
.respuesta contra afecciones tumorales (87, 88). Lo anterior podria
explicar en parte, el porqué algunos sujetos con enfermedades
crénico degenerativas y/o edad avanzada muestran niveles elevados
de  esta linfocina antes de la aplicacién del inductor, y lo cual

puede constituir el motivo de otra investigacién.

Los niveles elevados de IFN-7 que se encontraron en este
estudio no implican necesariamente una mejor reaccién de las
células ante esta molécula, ya que se ha propuesto la posible
existencia de dos tipos de receptores para los IFNs, que difieren
en cuanto a su grado de afinidad y cuyo efecto biolégico en la
célula blanco puede depender de la concentracién de esta linfocina
(89). Asi, se ha demostrado, una regulacién negativa de los

receptores al usar niveles elevados de IFN-r en experimentos in
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v:lt:o, 1o que puede impedir su internalxzacién y da liberacié

el medio. Esto nos puede ayudar también parcialmente a explic Tl

»"niveles altos de IFN-r determinados por ELISA.®
} En nuestro estudio incluimos a pacientes muy diversos, ;::L'.mio:"
aquellos que presentaban enfermedades autoinmunes (LES) o recibian
el tratamiento por profilaxis, a pesar de ello obserirarmosb que la.‘
mayoria respondieron a la aplicacién del ARNt HAM
independientemente del tipo de afeccién que presentaban.

El efecto de induccién observado con el ARNt HAM fue, muy
claro, al determinar IFN total y mostré diferencias significativas
también en la produccién de IFN-7, al apreciarse que la mayoria vde
los sujetos estudiados antes y después de la aplicacidén de este
inductor de IFN, mostraron un incremento sustancial en comparacién
con la cifra basal.

La evaluacién realizada por la IECP y ELISA nos permitio
apreciar que la produccién de IFN-r fue similar a la produccién de
IFN total, al mostrar que a las 2 horas de la aplicacién del
inductor, ocurria un incremento de mis del 100 % en algunos casos.
La oportunidad de determinar el IFN natural mediante la IECP, que
mide la actividad antiviral de los tres tipos de IFN, y del IFN-71
por la técnica‘ especifica de ELISA, nos puede abrir una nueva
perspectiva de estudio, en cuanto a la produccién de los IFN-a, -8
y -7 favorecida por el ARNt HAM.

Como ya mencionamos” pueden existir diferencias individuales
en la produccién de IFN, lo cual puede depender de su sensibilidad

al inductor, sin embargo, también debe tomarse en cuenta que las
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n 1a VIECP Yy ELISA realizadas pueden o
'depender e:la diferant:e capacidad am:iviral de 1os IFNs. De hecho,
ge ha .r portado que los 4cidos ribonucleicos, semejantes‘al ARNt

pemiten inducir la produccién del IFN-a el cual puede mostrar

: “un mayor efecto antiviral contra el VSV al compararlo con el IFN-r

(90), “8i " bien otros trabajos indican lo contrario (84). Por. lo
»t:anto, en nuestra prueba de IECP el IFN-a podria producir un mayor
eféét;a ‘de proteccién en las células HEp-2 que el IFN-r1, y asi
explicar la falta de una mejor correlacién entre los niveles de IFN
total y los valores de IFN-r.

Por otra parte, al igual que en la actividad del IFN, las
personas de edad avanzada pueden presentar un decremento de la
poblacién de 1linfocitos T circulantes, asi como de sintesis de
IL-2 e IL-1 , en cambio la poblacién CD8 se eleva con respecto a la
poblacién CD4. Se conoce por lo tanto que se da un descenso en
poblaciones importantes para la produccién del IFN, por lo cual se
esperaria una disminucién en la produccién de esta linfocina, lo
cual no ocurrié, aun después de 1la aplicacién del inductor.
Independentemente, claro estd, de los niveles elevados gue son
producto del padecimiento que muestre el sujeto.

Los tres tipos de IFN pierden actividad rapidamente con la
temperatura y por la accién de las proteasas del plasma; en
particular el IFN-r es mds labil a la degradacidén por estos
factores. Esto puede haber afectado su capacidad antiviral contra
el VSV en la IECP. En la técnica de ELISA, es posible que la

utilizacién de anticuerpos monoclonales contra el IFN-r puedan
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“~Aunqﬁé'e1 piincipal objetive de este estudio fue de;e}minér la
:cgnqgntraéibh,delrlFN presenté en el plasma, se obtuvierén otros

{dgtqs de -interés. Uno de ellos fue la correlacién del IFN con el

FNT:& (36, 37); otro fue 1la evaluacién 'de los niveles ‘de

__inmunoglobulinas. Se observd, por una parte, que después de la
aplicacién del ARNt HAM ocurria de manera similar un incremento del
IFN y del FNT-a. E1 FNT-a tiene miltiples efectos biolégicos,
especialmente en el sistema inmune y puede actuar como un agente
antitumoral o como un factor mitogénico activando el crecimiento de
distintos tipos celulares (91), pero ademds, puede incrementar los
niveles de los distintos tipos de IFN (92), por lo que el ARNt HAM
al activar la produccién del IFN podria consecuentemente provocar
la elevacién del FNT-a.
Con respecto a los linfocitos B, se sabe que en presencia de IFN,
se preserva la capacidad de reconocimiento del antigeno por estos,
pero se pierde su capacidad de produccién de anticuerpos (94). En
general, en los sujetos estudiados en el presente trabajo en cuanto
a la respuesta humoral, no encontramos ninguna modificacién en los
niveles de inmunoglobulinas séricas, de los tres tipos medidos IgG,
IgA e IgM. Con respecto al sexo de los sujetos de estudio, no se
encontré que existan diferencias significativas al comparar entre

el sexo y los niveles de IFN, si bien es cierto, que la mayoria de
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llog ‘sujetos: Eorreépon¢en al ‘sexo . fehenino, tanto en ‘el grupo
g f ‘. »éal II-como en el grupo control I, los niveles de IFN.se
]!:ﬁ&?ﬁiéheh bastante "homogéneos.

: “ Se debe éonsiderar, sin embargo, que la falta de cambio puede
-deberse "a’ . que en una respuesta primaria ante un estimulo
vrragtigénico, la produccién de anticuerpos tarda de 6 a 7 dlas y la
,fespuesta secundaria aparece de 3 a 5 dias después, por lo que se
pueden - considerar que los datos obtenidos a partir de los 5 dias
podrian haber mostrado diferencias significativas en la produccién
de';nticuerpos (93), y en particular las muestras tomadas a los 14,
21 y 28 dias después de la aplicacién del ARNt HAM. Al realizar el
andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas,
por lo que al conocer que se da la produccion de IFN y conociendo
el efecto que este puede ejercer sobre 1la produccion vy
caracteristicas de los anticuerpos, se puede proponer un posible
papel del IFN producido como supresor de la respuesta de

anticuerpos de novo hacia la terapia celular.

Coma ya se mencioné, un aspecto importante de esta
investigacién es relacionar la posible presencia del IFN y su papel
como promotor del fendmeno de tolerancia inmunoldégica, observado en
los trabajos ya mencionados (67, 68, 69, 70 y 71) y relaciondandolo
principalmente en este caso con su efecto sobre la produccién de
anticuerpos. De acuerdo, con los resultados obtenidos y observar
incrementos en los niveles de IFN total, IFN-r, FNT-a y al no

encontrar diferencias significativas en los niveles de
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1nmgqoglobulinas, se puede proponer una posible participacién de
estos factores en el desarrollo de la tolerancia inmunolégica.
Queda por definir si el empleo del ARNt HAM, y la consecuente
modificacidén en los niveles de IFN pueden tener otros niveles de
accion en la regulacién inmune, ya que el IFN puede incrementar los
niveles de AMPc, y su efecto como segundo mensajero puede actuar a
nivel de los baséfilos impidiendo la liberacién de histamina, las
respuestas inmunes mediadas por células estan reprimidas con el
aumento en la concentracién de AMPc, incrementa ademds el numero de
linfocitos T supresores (95), también puede modificar los niveles
de prostaglandinas y asi bloquear la produccién de IL-2, mediante

el aumento en AMPc e inhibiendo la via de los fosfoinositdésidos.

Estos aspectos mencionados pueden ser algunos de los que
formen parte del fenémeno de la tolerancia inmunolédgica observada
indirectamente en los diferentes sujetos que han recibido el

tratamiento.
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1< E1'ARNt HAM es un indictor:de la si e:IFN; qﬁe‘idéméé

de promover ia produccién de IFN, Eo{ u utili: yciéhbsq incrementan

- los niveles plasmaticos de otras linfocinas: oﬁo e;J£NT—a.

2~ El ARNt HAM no ha mostrado hastal1&7£gchaigf¢ct95uggcﬁnda?iosi,

a la concentracién empleada.

3 - La produccién de inmunoglobulinas  no se. modificé usando
nuestro esquema de aplicacién del ARNt HAM, con equué se obtuvo

un incremento significativo en los niveles de IFN.

4 - El aumento en los niveles de IFN, FNT-a:y la constancia en la
concentracién de inmunoglobulinas en el plasma parecen indicar la
manifestacién de la tolerancia inmunolégica con la aplicacién del

ARNt HAM.

5 = La induccidén in vivo del IFN puede tener un papel importante
en la regulacién inmune, cuyo eastudio deberd profundizarse
particularmente, en 1los individuos a 1los que se aplica

conjuntamente la terapia celular.

6 - Las técnicas de IECP y ELISA son muy utiles para 1la
determinacién de los distintos niveles de IFN total e IFN-r en

plasma.
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APENDICE 1

Las lineas celulares empleadas en el preseﬁéé tfabqjojfugroh'
‘donadas por el Dr. Erasmo Martinez Cordero, Jefe de;\L;boratdxid'de
Bilologia cCelular y Autoinmunidad del Institutb~?Nééioﬁul de

Enfermedades Respiratorias. SR

Linea celular VERO (96). Es una linea heteroploide derivada de .
rifién de mono verde normal africano Cercopithecus aethiops. El
cual se usa en estudios de duplicacién de virus y ensayos de-

placas.

Linea celular HEp-2 (96). Esta linea fue obtenida en 1952, de
tumores producidos en ratas irradiadas y tratadas con cortisona, a
las cuales se les inyectd tejido de carcinoma epidermoide

proveniente de la laringe de un hombre de 56 afios.

Linea celular L-929 (96). Se obtuvo en marzo de 1948, es una
de 1las primeras 1lineas celulares establecidas en cultivos
continuos, derivada de la cepa L que se obtiene de tejido normal
subcutdneo areolar y adiposo de un ratén macho de 100 dias. La

clona L-929 es derivada del subcultivo 95 de la cepa original.
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LU virus ‘e la. estomatitis vesicular (VSV) (97). Del género
veéicﬁlbvirus; familia o subfamilia Rhabdoviridae.
i,EA#e,virus fue proporcionado por Carlos Castellanos del Instituto
dé Investigaciones Biomédicas, UNAM.

El virus es propagado principalmente en la linea celular VERO,
sin embargo, también se puede propagar en las células L-929, y se

conserva en congelacién a ~ 70 °C.

Esta familia incluye virus que infectan a células animales y
vegetales. Los que se encuentran en animales presentan forma de
bala, redocndeados en 1los extremos, los viriones varian en
dimensiones, de 130-380 x 50-95 nm. Son inestables a pH abajo de
4, a la temperatura de 56 °C y a la presencia del éter. La
nucleocdpside contiene ARN de cadena sencilla, en una hélice de
proteina y una ARN-polimerasa, tiene una envoltura rica en lipidos
con gran cantidad de glicoproteinas. Su efecto citopdtico es de
destruccién celular, generalmente répido, en donde la

policariocitosis ha sido descrita.
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APENDICE 2

vrameas. . Conjugacién de pr

"Material LR

IgG de conejo, o.el ant:icuerpo que s

‘Peroxidasa de rabano.
3= Solucién acuosa de glutaraldehido ,ai 25%.
4= Solucién amortiguadora de fosfatos

5- . PBS.

Método:

1- Mezclar 10 mg de peroxidasa en 0.2 ml de’ glutar L 1 o 1 25 %

en PBS pH= 7.2 a temperatura ambient:e, con agitacién uave urante :

toda 1la noche. Diluir la mezcla»a 1 ml coljl PE ;

2- Dializar contra buffer de carbonatos ‘O.l'M ‘pi»l=' 9.2;,': 2 cambios
de 1 litro cada 4 horas. ;

3- Se retira la bolsa de didlisis del buffer de carbonatos y
100 000 UT de IFN-T se colocan en 250 ul de buffer carbonatos 0.1

M pH=9.2 a temperatura ambiente con agitacién suave toda la noche.
4~ Bloguear los grupos reactivos libres con 0.1 ml de lisina

0.2 M. Dializar contra PBS toda la noche, centrifugar y eliminar

el precipitado. Concentrar.
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+ Medio de cultivo

850 ml de H,0 desionizada.

stéril ‘con membrana de 0.22 um y se

- eq\xipo de filtracién millipor

adicionan 100 ml de suer fetal bovlno para tener el RPMI-10.. :

+ PBS (solucién: an T ra‘de fosfato-salina)
Solucién a~ '0.2:m:

NaH,PO, H,0 ==~ .M 138 g/moll "

Solucién B~ 0. 2 M N s
_NaHPO, " (anhidro) mo=- 2804 g/lt p M- 14

Se mezclan 165 ml de la solucidn A + 335 ml de la solucién B o 74

gr de NacCl, y se afora a 1 1t, con esto tenemos PBS '113, (19 x).

Para tener PBS 0.01 M se realiza una diluciénde 31 yv_’,ée ‘ajusté

al pH a 7.2
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jse filtra con membrana 0 22 p

suero fetal bovino.

- +-Solucién colorante de cristal- viole

Se prepara agregando 0.05 gr del
70% con agua destilada. '

+ Solucién tripsina N g
Tripsina (SIGMA,Co.) o o5 gr

EDTA tetrasédico (Baker)......0.2 gr

Se adicionan a 1 litro de solucién salina o de PBS y se fiitrﬁ
con membrana 0.22 um, de esta solucién se agregan 300 ul a cada’
botella de cultivo de 50 ml durante 3-5 min, y se adicionan 4 ml'de.
RPMI~-10, se recolectan todas las células despegadas y se centrifuga
para lavar el exceso de tripsina, se resuspende el botdén celul»a,r_;,_;ﬁ,_
obtenido en 1 ml de medio y se realiza el conteo celular co‘n'uﬁ‘g

cdmara de Neubauer.

+ Solucién amortiguadora de carbonatos (pH= 9.6; ‘0.05 M)
Na,C0z.... 1.59 gr

NaHCOy ... 2.93 gr

Se afora a 1 lt con H20 destilada, ajustando el pH antes de

terminar de aforar.
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+ ASB-PBS al 1%
A 100 ml de PBS pH— 7.2 se agrega un gramo de ASB (SIGMA,Co.), se

‘mezcla suavemente hasta . que se disuelva completamente y se

- congela‘a =20 *Cs:. =

+ Amorciguador de citrat:os " '(pH=5)
Acido citr:.co 0.1:M:..iv-24.3-ml
Na,HPO, 0.2 M .... .25.7

Agua destilada ... 50 ml.:
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